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略語表お よ び用語 の説明
Pain :pig Pan Cre atic a - amylas einhibitorfro m micr obes
R C M-Palm Ⅰ:Reduc ed and CarboxymethylatedP aim I;還元 力 ル ポ キ シ メ チ)i,
化 した paim I
R C M-P alm Ⅱ:Reduced andCarbo xym ethylatedPaim Ⅱ;還元 カ ル ポ キ シ メ チ
ル化 した Paim Ⅱ
B SA:Bovin eSe rum Al bum in;ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン
H S A:Hu m a nSe m mAlbumin; ヒ ト血清 ア ル ブミ ン
R S A:RatSe ru mAlbu m in;ラ ッ ト血清ア ル ブミ ン
EI M S:Ele ctr o nhpa ctMassSpe ctro m etry;電子衝撃イ オ ンイヒ質量分析法
加速さ れた電子を試料分子 にあ て る こ と に よ り生 じるイ オ ン を質量分
析する方法
CI M S:Che mic allomiz atio nMas sSpe ctro m e By;化学イ オ ン化質量分析法
試料分子を凪芯イ オ ン (通常は反応ガス) と の反応 によりイ オ ン化 し､
得られ るイ オ ン を質量分析する方法
F D M S:Field De s orpdo nMas sSpectrom etry; フ ィ
ー ル ドデイ ソ ー プシ ョ ン 質
量分析法
エ ミ ッ タ ー (炭素ヤシリ コ ン の ひ げを多数生成させ た タ ングス テ ン 線)
に塗 っ た試料か ら ､ 高電界 によ っ て 生 じるイ オ ン を 質量分析する方法
SI MS:Se c ondaryIo nMas sSpe ctr o m etry; 二 次イ オ ン質量分析法
イ オ ン ビ ー ム を試料 に照射 した と き に放出 さ れ る 二次イ オ ン を質量 分
析する方法
FA B M S:Fa stAto mBo mbardm e ntM as sSpe ctr o m etry;高遠原子蕎撃質量分析
法
高速 (数 KeV) の 原子を金属板上 に塗 っ た 試料 に衝突さ せ て 生 じる イ
オ ン を質量分析する方法
P D MS:Pla sm aDes olpdo nM as sSepctr o m euy; プラ ズ マ 脱離イ オ ン化質量分
析法
252
cf壕分裂断片であ る10 古山 放射高速粒子 (100MeV) の ような高 エ ネ
ル ギ ー 粒子 を 一 次 ビ ー ム と して ､ ニ ッ ケ ル ホイ ル 上 に塗布した有機読
料を衝撃して イ オ ン化 し､ 生 じるイ オ ン を質量分析する方法
L D M S: Las erDes o甲do nMa s sSpe ctr o m e uy; レ
ー ザ - 脱離 イ オ ン化質量分
析法
レ ー ザ ー パ ル ス で 試料を照射する こ と によ り 生 じるイ オ ンを質量分析
する方法
E S 別S:Ele ctro spr aylomizatio nM as sSpe ctr o m etry; エ レク ト ロ ス プ レ ー イ オ
ン化質量分析法
液体試料を数 k V の電場をかけた キ ヤ ピラ リ - か ら噴出 さ せ る こ と に
より､ 電荷 をも っ た微粒 子状 の霧を大気圧下 に生成さ せ ､ 生 じたイ オ
ン を質量分析する方法
GCMS:Ga sChr o m atogr aphy/Mas sSpe ctro m etry; ガス ク ロ マ ト グ ラ フ 質量
分析法
ガス ク ロ マ トグ ラ フ と質量分析計とを結合した装置 を用 い て 分析する
方法
LCMS:Liquid Chro m atogr aphy/Ma ssSpe ctr o m etry;液体 ク ロ マ ト グラ フ 質
量分析法
高速液体ク ロ マ トグ ラ フと質量分析計 と を結合し た装 置 を 用 い て 分析
する方法
TSP:The
'
rm ospr ay;サ
- モ ス プ レ ー イ オ ン 化導入法
液体試料を加熱した金属ノ ズル か ら減圧下 に噴出させ ､ 生じるイ オ ン
を質量分析する方法
[M＋H]
'
:pro tonated m ole c ulario n; プ ロ ト ン化分子
分子 に プ ロ ト ン が付加したイ オ ン
MW:Mole c ular Weight; 分子量
m o n ois otopIC m Ole c ular w eight;
12
c =1 2.000000, H -1.0078 25,
14
N =14.00307 ,
16
o= 15.994920,
32
s=3 1.972070 で組成式を計算して 得ら
れる質量数で ､ 天然で存在比率の高 い 同位体の質量数 で計算した値
average m ole cular w eightま た は che micalm ole cular w eight;C=12.011113,
E =1.00797占, N - 14.006706, 0=15.999369,S-32.0678 88 で 組成式を計算
して 得られ る質量数 で ､ 天然に存在する安定同位体の存在比を考慮 し
て求めた質量数
no minalm as s;C-12､ H =1､ N = 14､ 0= 16､ S=3 2 で組成式から算出 さ れ
る整数質量数
exa ct m a s s;精密質量数
* 質量数の取り扱 い に つ い て
低質量 の化合物 の分子量決定で は n o minalm a s sで分子量 を論じて問題 に
なら なか っ た が ､ 高分子量 の化合物 の分子量を決定する際に は ､ n o min al
m as sで な く ､ 鉱 a Ct m aS Sで 求 め る必要 が あ る ｡ そ れ は ､ 高分子 量 で は
n o min alm as sとe x ac t mas sが - 改 し な い こ と に よ る ｡ ま た ､ average m a ssと
m o n ois otopic m o elc ular w eight が 一 致しな い こ と にも注意する必要 がある ｡
天然 に ほ各元素に安定同位体が存在 し､ 炭素 に は
12
c の 他 に 13c が約 1 %
含まれて お り ､ 水素 に は
2
fIが ､ 窒素に は 15N､ 酸素 に は
17
o､
18
o､ イ オ ウ
には
33
s､
34
s､
36
s が安定同位体 と して存在する ｡ 分 子量 が 1000程度のイヒ
合物の マ ス ス ペ ク ト ル で あれ ば､ 同位体 の存在を考慮せず に分子量を決定
でき る が ､ 高質量 の化合物 の マ ス ス ペ ク トル に は こ れら同位体 に由来す る
ピ ー ク が顕著 に検出され､ そ の た め に､ 分子 量 の 決定が難 しくな る｡ こ の
こ と を Bo vin elnstl in(C254H377075N65S6)の F A Bマ ス ス ペ ク ト ル (図 1)
で説明する｡
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図1 Bo vin ehs ulin の [M＋H]
十
付近 の F A Bマ ス ス ペ ク ト ル
図 1 に示した よう に､ m onois otopic m ole c ula r w eigbtを示 して い る の は左下
の ピ - ク で ､ そ の e x act m a ssは 5730.6 で､ n omin alm as sは 5728 で ある o し
か し､ 最も強度 の強 い ピ ー ク は主 に ㍑c25013c4H377075N 65S6＋H に よ る も
の で ､ そ の exa ct ma s sは 5734.6 で ､ n o min alm a ssは 5732 であ る . 分子 量
1000程度のイヒ食物 の場合 には ､ m o n ois otopic m ole cula r w eight を 示す ピ ー ク
と 一 番強度 が強 い ピ ー ク は - 敦 し､ また e x a ct m as sの 整数部分 と nominal
m a s sも ー 致する が ､ 高質量 の 化合物 の場合は ､ イ ン シ ュ リ ン で示 した よう
に大きくずれ て く る た め ､ 記 述し た り議論す る場合 には どの 質量数を扱 っ
て い る の か区別が必要で ある ｡
図1 の Bo vin ehs ulin の場合 ､ [M＋H]
'
の aver age m a s sは 5734.6 で ､. 同位
体に由来する ピ ー ク を含め た [M＋H]
＋ を示す部分の面積の ほぼ中心 と
-
なり ､
m on oisotopic m ole cular w eightを示すピ ー ク よ り 4 マ ス ユ ニ ッ ト大 きい . 分
子量 が 1000程度 のイヒ合物は m o n ois otopic m ole c ula r weightを示すピ ー ク の 質
量数と[M＋H]
'
の av e r age m a ssは ほ ぼ
- 敦 し ､ 分子 量 1500程度 で あ れ ば
m o n ois otopic m ole c ular w eightを示すピ ー ク よ りも 1 マ ス ユ ニ ッ ト大き い ピ
ー ク が ､ 分子 量 3000程度で あれ ば 2 マ ス ユ ニ ッ ト大き い ピ ー ク が ､ 分 子
量 750程度 で あ れ ば 5 マ ス ユ ニ ッ ト大 き い ピ ー ク が [M＋町 の av e rage
m as sとなる ｡
HP LC:H igh-Perfo r m an c eLiquidChr o m atogr aphy;高速液体ク ロ マ ト グラ フ
ィ ー
1
H - 孤 .･ 放 oto nNtlCle a rMagn edc Res onanc e; プロ ト ン核磁気共鳴
TV A:Tri nuo roac eticAcid; トリ フ)i,オ ロ 酢酸
R. T. : Retemio nTim e;保持時間 ･
cmc また は Cm Cys:Carbo xym ethylCystein;カ ル ポ キ シ メ チ ル シ ス テイ ン
6
ア ミ ノ酸の 略号
ア ミ ノ酸 組成式 3文字表記 1文字表記
A lanin e C3fI7N O2 Ala A
Arginin e C6H14N402. Ar貰 R
Aspar agln e C4H8N203 Asn N
Aspartic a cid CP7N O4 Asp D
-Cystein C3H7NO2S Cys C
Glutamic a cid C5Hが04 Glu E
Glut amine C5HION203 Gin Q
Glycin e CP5NO2 Gly G
Hisddin e t6H,N302 His H
Is oleucin e C6H13N O2 Ile Ⅰ
Leu cin e C6H13N O2 Leu i
Lysine C6H1.N202 Lys K
Meth io nine -C5EllNO2S Me t M
Phe nylalanine C㌔壬11N?2 T he F
Pr oline C5H9N O2 Pr o P
Serine C3H7NO3 Ser S
‾
T hr e o ni e C4II9N O3 n r T
Tryptophan Cllli12N202 T叩 W
Tyr o sine CPll甲03 Tyr Y
Vahe C5HllNOヱ V al V
序論
(1) タ ン パ ク 質の 構造研究の意義
生体内の 反応 に大きく関与する種 々 の 酵素 や ､ 異物 を認識 し自己を防衛
する免疫系 の抗体､ 情鞄伝達物質の受容体な ど､ 生命の維持 に重要な役割
を果たすもの の 多く はタ ン パ ク 質 で あり､ タ ン パ ク 質の 総 重量 は細胞乾燥
重量 の約 50% を占め る ｡ ま た ､ 医薬品と し て の タ ン パ ク 質に対する期待
も大き い ｡ 例え ば糖尿病 に対 して古くか ら治療薬 と して 用 い られ て い る イ
ン シ ュ リ ン ほ そ の 典型 で ある ｡ 近年 で は ､ 免疫調節作用を有する タ ン パ ク
質は免疫療法剤 ･ 抗 ガ ン剤 と して 大きな期待 が か けら れ て お り ､ 数々 の 製
薬メ ー カ ー で の 開発が盛ん に な っ て い る ｡ こ れ らゐタ ン パ ク 質の機能を解
明する上 で ､ そ の 構造を明ら か にする こ と ほ 重要であり､ 現在ま で に種 々
の タ ン パ ク質の構造に関して多く の研究がなされ て い る ｡
D N Aの 塩基配列決定法
1)･2) が確立され て 以来 ､ 分子量 が数万 の大きをタ
ン パ ク 質で も ､ その 一 次構造情報をも つ 遺伝子ま た は mR N Aフうゝら容易 に 一
次構造を推定 で きる よう にな っ た ｡ しか し､ こ の 方法 で得ら れ る 一 次構造
はあく ま で も推定構造で あ っ て ､ 実際に機能して い る タ ン パ ク 質にみ ら れ
る翻訳後の修飾残基 の有無やそ の 位置 を決定する こ と は で きな い ｡
また ､ 近年 ､ 遺伝子工学 ･ 細胞 工学な どの技術の 進歩に よ り ､ 遺伝子組
換え法により生産された タ ン パ ク質が医薬品として製造され る ようにな っ
てきた ｡ こ の ような タ ン パ ク 質を人命にか か わ る製品として僕給する場合
には ､ 品質面 ･ 有効性 ･ 安全性の面 から可能な 限りの多角的検討がを さ れ ､
有用で あ る と の 評価が下され る必要がある ｡ 従 っ て ､ d )N A の塩基配列 に
基づ い て作 られ る遺伝子工学由来の タ ン パ ク 質を医薬品と して 開発する場
合 には ､ 一 般の 新医薬品の評価の た め に求め られる製造方法､ 物理イヒ学的
性質､ 規格 お よ び試験方法､ 安定性､ 毒性試験､ 薬理作用 ､ 体内動態､ 臨
床試験などの他 に ､ 遺伝子組換え法と いう新技術により生産され た タ ン パ
ク 質で ある と い う特殊性に基 づ く品質の保証 が必要とされ る｡ すな わち ､
最終産物 と して 得られ る タ ン パ ク 質が 目的の ア ミ ノ 酸配列 を有する か ､ 正
し い S- S結合が形成さ れ て い る か ､ 活性な高次構造が得ら れ た かな ど構造
の確認が必要で ある ｡ さ らに ､ 生産さ れ る 過程 で生 じる不純物 の チ ェ ッ ク
お よ び そ の 同定も行なわなく て ほならな い ｡
タ ン パ ク 質の 一 次構造研究に従来から用 い られて い る分析方法 は以下 の
ようなも の であ る ｡ アミ ノ酸分析法 3) によ り タ ン パ ク質を加水分解 して 構
成 して い る ア ミ ノ 酸の 組成を求め られ る ｡ エ ドマ ン分解法 句 に よ りタ ン パ
ク質の N 末端から数十残基の ア ミ ノ 酸配列を決定できる ｡ エ ドマ ン分解法
で決定 で きな か っ た部分に つ い て は､ タ ン パ ク 質を化学的切断もしく は酵
素消化 に よ りJ< プチ ドに断片イヒ後､ ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に より各ペ プチ ド
を分画 ･ 単離 して ､ さ らに エ ドマ ン分解法 に よ り構造解析を行なう｡ こ の
ような従来か ら の 方法 で構造研究を行なう場合の 問題点と して ､ 結果が で
る ま で に多くの時間 と手間 がかかる こ と がある｡
著者 は こ の ような方法 に加えて 質量分析法を有効に利用 して 迅速 に タ ン
9
バ ク 質の 一 次構造研究を行をう こ と を目的 に ､ α - アミ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー paim I､ IIお よ びウ シ血清ア ル ブ ミ ン の 一 次構造 に つ い て解析 した ｡
(2) タ ン パ ク 質の構造解析手段 と して の 質量分析法 の 進歩
1970年代ま で は ､ 質量分析法 で用 い られ て い た イ オ ン化法 は EI田1e ctr o n
hpa ct)法 句､ cI(Chemical Iomiatio n)法
句で ､ 揮発性 の化合物の みが測定の
対象とな っ て い た ｡ その た め ､ タ ン パ ク 質の 研究 に質量分析法を用 い る 場
合 に は ､ 酸や酵素な どで部分加水分解して ペ プチ ドに し､ そ の 混合物を揮
発性誘導体 に し た後､ G C/MS(GasChr o m atogr aphy/Ma ssSpe ctr om e try)で 分
析して い た ｡ こ の 方法 で得られ る ス ペ ク トル に は ､ G C で分離さ れ た各ピ
ー ク に含まれ て い る ペ プチ ド誘導体の構造 を 反映する ような フ ラ グメ ン ト
イ オ ン が検出される の で ､ そ れ を解析する こ と によりも と の ペ プチ ドの 構
造を決定する も の で あ っ た ｡ こ の 方法で は ､ エ ドマ ン分解法 に比 べ て多量
の試料､ 誘導体化の た めの 面倒な操作､ そ し て 得られた ス
‾
ベ ク トル から の
複雑な デ ー タ解析を必要とす る ｡ その た め ､ タ ン パ ク質に つ い て は ほ と ん
ど適用されず､ 主に N 末端が ブ ロ ッ ク さ れ て い て エ ドマ ン分解法で分析 で
きな い ペ プチ ドの構造決定 に用 い られ て い た
7)
o
そ の 後､ F DO;ield De s o rption)
8) が開発され ､ 難揮発性 の化合物 の測定 が可
能となり､ 誘導体化をせずに ペ プチ ドの分子量を決定で きる ようにな っ た ｡
さ ら に SI M S(Sec ondary‥o nMa s sSpe ctr om etry)
巧 や F A B M S肝astAtom
Bo mba rdm e ntM as sSpe ctr omqtry)
10)･1 1) が開発さ れ ､ 測定の 対象 とをる化合物
10
がますます多くなり､ 測定可能な質量範囲も非常に広くな っ た ｡ 近年で は ､
P D M S(Plas m aDe s oTPdon M as sSpe ctr o m叫 r)
12)や L D MS町as erDesorptio nM as s
sepctro me吋)
13)
､ さ ら･に E SI M S(Ele ctro spraylonizaion Ma ssSpectrom euy)
14'の
開発に より分子量数万を越え る ようなタ ン パ ク質の分子量 で も測定が可能
とな っ てきた｡ 以 下 ､ 本研究 で用 い た質量分析法の原 理 や特徴 に つ い て 説
明する ｡
い ろ い ろな イ オ ンイヒ法 の中 で も ､ ペ プチ ドを は じめ あら ゆ る有機化合物
の分子量決定 や 構造角牢析 に広く用 い ら れ て い る の が F A B M S であ る o
F A B MS は ､ 数 KeV の Ⅹe や Ar の 高速中性原子 炉astAto m)で ス テ ン レ ス 製
の タ ー ゲ ッ ト上 の 液状試料を衝撃し(Bo mbardm e nt)､ 生成する イ オ ン を測
定する方法である ｡ 試料を数 mg/hd程度の濃度と なる よう に溶媒に溶か し､
グリ セ リ ン や ニ ト ロ ペ ン ジ ル ア ル コ ー ル の様 なマ トリ ッ ク ス を加え て 測定
する ｡ こ の 方法 は ､ 熱 をかけ た り･､ 電圧差を生 じさ せ て イ オ ン化する方法
で はな い tツ フ トなイ オ ン化-- で ある ｡ 得られ る ス ペ ク ト ル上 に は構造情報
を与える フ ラ グ メ ン トイ オ ン も化合物 に より検出され る こ とがある が ､ ほ
とん どの 場合､ 主 に分子量 の情報を与える[M＋H]
＋ (正イ オ ン検出の場合)
や[M 一 町 (負イ オ ン検出の場合) が比較的強 い イ オ ン 強度 で検出さ れ る ｡
その ため ､ 得 ら れる ス ペ ク ト ル か ら容易に化合物の分子量 を決定で きる と
いう特徴 があ る ｡ タ ン パ ク 質 を化学的な手法や酵素消化 に よ り切断 し ペ プ
チ ドと した後 ､ FA B MS で分析すれば各 ペ プチ ドの分子量を求める こ と が
でき る ｡ した が っ て ､ cDNA の配列の解析か らすで にそ の 一 次構造 が予測
1
11
されて い る タ ン パ ク 質の よう な場合 に は ､ 推定 さ れ た 一 次構造の 正誤が各
ペ プチ ドの FA B MS の 結果か ら判断 で きる o
こ の F A B M Sに比 べ ､ 分子量 が数万 の大きなイヒ合物の分子量 ､ 特 にタ ン
パ ク 質の 分子量測定を可能 に した ESⅡ止S の原 理 は以下 の よう で ある o 液体
試料を数 k V の電場をかけたキ ヤ ピ ラリ ー か ら噴出させ る こ と に より､ 電
荷をも っ た微粒子状 の霧を大気圧下 に生成さ せ ､ 生 じたイ オ ン を後 に続く
質量分析計 で分析する ｡ こ の 方法 で は ､ 多佃イ オ ン の 形 で 分子量を示すイ
オ ン が検出され る た め ､ 四重極質量分析計の よう に測定可能な質量範囲が
狭 い 装置 で も分子量 が 10 万程度 の タ ン パ ク質 の 分子 量 を決定する こ と が
でき る と い う特徴が ある ｡ こ の 方法 で得られ る分子量 の精度 は ､ 従来 ､ 用
い られ て い る超遠心法やゲ ル 電気泳動法で得られる分子量 に比 べ は る か に
よ い の で ､ E S 別S で 得られる分子量からタ ン パ ク 質 の 一 次構造を確認 で き
る ｡
一 方 ､ 分離分析 と質量分析を組 み合わ せ た方法 であ る 2台の 質量分析計
を直結した タ ン デ ム MS(Tande m M a s sSpe ctr o m etry)
15) や､ H P LC と質量分析
計を オ ン ラ イ ン で つ な い だ L C/M S(Liquid Chrom atography/Mas sSpe ctr o m etry)
16)-1 7) と い っ た分析手法も技術的な進歩により実用イヒされ､ こ れらの 手法ち
タ ン パ ク 質の 一 次構造解析 にも用 い られ る よう にな っ てき た o
タ ン デ ム MS に よ る混合物の分析 の 原理 を Bie m an が Scie n c eに発表した
囲 (図2) 1S)を引用 して説甲する ｡
12
Pl
M S-1
1S
P 2
P3
P 4
P5
He
図2 タン デム MS の 原理
M S-2
F I F 2F 3 F4 F5
Det
混合物を F A B でイ オ ン 化 して M S-1(第1 M S) で通常の 測定を行 か ､ ､
P lか ら p5 の [M＋H]
' が得られ たとする｡ 次に ､ 詳 しい 構造情報を知りた
い P3 の イ オ ン の み が M S11を通過で きる よう に ､ MS-1 の磁場強度を設定
する o M S-l を 通過 し て きた p 3は He ガ ス が存在する コ リ ジ ョ ン チ ャ ン バ
ー に導 かれ ､ He分子 と の衝突 に より ド 一 夕 - イ オ ン Fl か ら F 5に 開裂す
る. p3 に由来する ド 一 夕 - イ オ ン F lか ら F 5は ､ MS-2 の磁場強度(B)と
電場強度 田)を B侶 ニ ー 定 で リ ン ク ドス キ ャ ンする こ と により､ M S-2 の検
出器で 検出され る ｡ その た め ､ 混合物の ま まで も ､ M S-1 で 検出されたイ
オ ン に つ い て は ､ コ リ ジ ョ ン チ ャ ン バ - で He ガス と衝突した後 ､ M S-2 で
得られる ド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク トル を用 い て 構造解析を行なう こ と が で き
13
る ｡ ペ プチ ドの ド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク トル で は ア ミ ノ 酸配列 に関する情報
が得られ る ｡ タ ン デ ム MS をア ミ ノ酸 配列決定 に 用 い る利点 は以下 の と お
りである｡
･ ペ プチ ド混合物を単離するこ と なく ､ そ れらの 一 次構造を決定 でき る ｡
･ エ ドマ ン分解法 に比 べ ､ 定時間 で分析 で きる ｡
･ エ ドマ ン 分解法が適用 で き な い ､ N 末端 が保護さ れ た ペ プ チ ドも分析
でき る｡
･ 生体内で タ ン パ ク 質が合成さ れ た後 ､ リ ン 酸イヒヤ ア シ ル化 な どをうけ
て い る場合でも適用 でき る ｡
･ 化学合成 さ れ たタ ン パ ク 質や ､ 遺伝子 工学ま た は タ ン パ ク 質工学で作
りだされ たタ ン パ ク 質の 一 次構造を 迅速 に確認で き るo
タ ン デ ム M Sに よ る ペ プチ ドの 一 次構造解析 の概略を､ Angiote nsinIを例
に説明をする ｡ 図3 にAngiote n sinI のド 一 夕
- イ オ ン ス ペ ク ト ル (タ ン デ
ム マ ス ス ペ ク トル) を示す｡
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図3 Angiote n sinI のド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク ト ル
(タ ン デ ム マ ス ス ペ ク ト ル)
ll /Z
0
+
Angioten sinI の 一 次構造は ､ 主鎖 の切断を示す a2､ a,､ 屯､ a,､ a6, a,､ aS､
a9､ y9 の ド
一 夕 - イ オ ン で 決める こ と が で き る ｡ ペ プチ ドの 一 次構造を決
める際に ､ こ れ ら の 主鎖の切断で生成するイ オ ン が重要な役割を果た し て
い る ｡ ペ プチ ドの ド 一 夕 - イ オ ン の命名の しかた に つ い て は図4 に示した
Roepsto rffらが提案した F A B MS で得られ る ペ プチ ドの フ ラ グ メ ン トイ オ ン
1
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の命名法の A､ B､ C､ Ⅹ ､ Y､ Z の表記
19)を小文字で 用 い る の が - 般化 し て
い る ｡
x3 y3 Z3 ×2 y2 Z2 Xl yl Zl
H2N -汁ce;HT;
2gi: cHWiHT 甲
4
C - C O O H
I
H
al bl Cl a2 b2 C2 a3 b3 C3
図4 タン デ ム MS で の ペ プチ ドの 主鎖の切断位置
図3 に は主鎖 の 切断を示すイ オ ン の 他 に P､ H ､ Y､ RV､ y2､ b2､ y.､
a5
-28､ al.-42､ al. の ド
一 夕 - イ オ ン が観測さ れ て い る ｡ 図3 で 検出 さ れ て
い る P､ H ､ Y はイ ン モ ニ ウ ム イ オ ン と呼ばれ ､ また ､ RV は - Arg- Ⅴal- か ら
生 じるイ ン タ ー ナ ル フ ラ グメ ン ト で ､ ともに ､ 図5 に示 した ような構造を
して い る
20)
o
｡2
･
N =呂H ｡2N -gH
'
+(C ｡N｡ 一書H,言C≡ ｡ ＋
イ ン モ ニ ウムイ オ ン イ ンタ ー ナ ル フラ グメ ン ト
囲5 イ ン モ ニ ウ ムイ オ ン お よ びイ ン タ ー ナ ル フ ラ グメ ン トの構造
a5
-28､ al.
-42ほ質量数が 同 一 で ある ne 残基 と Leu 残基 を区別する こ と が で
き るイ オ ン で ､ ne残基の 場合 に は an -28 が､ Leu の 場合 に は an-4 2が観測さ
れる
21)
0
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こ の よう に ､ タ ン デ ム M Sは ペ プチ ドの ア ミ ノ 酸配列 の解析 に有効な分
析方法である｡
もう 一 つ の ､ 分離分析 と質量分析を組み合わ せ た分析方法 で ある L CMS
の 中で も現在 ､ 最も利用 さ れ て い る の ほ T SP(The rm o spray)法の L CM S16)で
ある ｡ L Cか ら の 1 - 2 mi/min 程度 の溶出液の 全量 が 15 0- 200℃ の 一 定
温度で 電気加熱 さ れ て い る 金属 ノ ズ ル (内径 o.1 - 0.15m m) か ら少量 の
電解質と とも に数 torr以下 の 減圧下 に噴出 し､ 脱溶媒さ れ る過程 で試料溶
質の ソ フ トな イ オ ン 化 が起 こ る現象を利用したも の で ある ｡ TSP のイ オ ン
化の安定性､ 測定の 対象 と なる化合物の 範囲が広 い こ とか ら､ T S P法は 最
も利用され て い る LC/M S のシ ス テ ム である ｡ こ の 方法 は､ 広義の 気体イ オ
ン 一 分子反応 で ある CI法 を利用 し たも の で あ る の で ､ 熱 に不安定な化合
物に は適用 で きな い ｡
一 方､ F A B MS で の イ オ ン化を利用 した FRIT-FA B法
17)も実用化さ れ て き
て い る ｡ こ れは ､ グ リ セリ ン を 1 % 程度の濃度で マ トリ ッ ク ス と して 加 え
た溶媒を HP LC の溶出液と し､ H P L Cと M Sと の イ ン タ ー フ ェ ー ス 部分 の
フリ ツ ト (F RIT;網目状 の金属板) を介して ､ MS の 高真空中に溶出液を
連続的に に じみ出さ せ て ､ その フ リ ツ ト表面 の グ リセ リ ン層を F A B の方式
で イ オ ン化する L CMS であ る (図 6) ｡ 通常 の分析 に用 い る H P L Cの 流
速は ､ 毎分 0.5 - 2 mUmin で ある が ､ こ の流 速の まま ､ 高真空 の質量分析
計に導入する こ と は不可能である ｡ そ こ で ､ 実際に は以下 の 2 つ の どち ら
かの方法で質量分析計に導入され る溶出液の流 量を数〃1血in に して用 い る ｡
1
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図6 フ l) ツ ト ー F A Bタ ー ゲ ッ トの 構造
1 つ の 方法 は ､ H P L C の装置 に は マ イ ク ロ L Cを用 い る こ と で ある (図 7
(a) ｡ こ の 方法 で は ､ 分析 に要する試料 の 量 が少をく て すむ と い う利点が
ある 一 方､ 通常 の 分析 で用 い る H P LC の条件をそ の まま L CMS の測定 に
利用する こ と は で きな い と い う欠点がある ｡ もう 一 つ の 方法 は ､ 分離に は
通常 の H P LC の 装置を用 い るが ､ 質量分析計 に導入さ れ る 前 にス プリ ツ タ
一 によ り2 つ に分け､ 溶出液の約 10 分 の 1の 量 が質量分析計 に導入 さ れ ､
残りの 99 % は廃液 とさ れ る と い う シ ス テ ム で ある (囲 7(b) ｡ こ の方法
は ル ー チ ン 分析 で用 い る H P LC の 分析条件を その まま LCMS の 条件と し
て用 い る こ と が で きる と いう反面 ､ H P LC に注入 した ほ とん どの 試料が ス
プリ ツ タ - で 分けられた後廃液 とさ れ ､ 質量分析計には導入 さ れな い の で ､
必要 とする試料 の 量 が多 い と い う欠点がある去
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図7(b) ス プリ ツ タ - を用 い た F RIT- F A B シ ステ ム概略図
どちらの導入系を用 い る に して も F A Bに よ りイ オ ン化を行なう の で ､ 比較
的イ オ ン強度の強 い 【M＋H]
'
も しく は [M 一 町 が得られ ､ ペ プチ ドの 分子 量
ー を決定する の に適 した方法である ｡ こ の 方法 で分析する こ と に より ､ LC
の タ ロ マ ト グラ ム で検出さ れ た各ピ ー ク とそ れ に含まれ るイヒ合物 の分子量
を迅速 に対応付け る こ と が で きる ｡ また ､ タ ン パ ク質を酵素消化して得ら
19
れ た ペ プチ ドに適用すれば､ 従来 で あ れ ば H P L Cで ペ プチ ドマ ッ ピ ン グ を
行な い ､ 次に各ピ ー ク を分取 して 分子 量決定を行 な っ て い た の に対 し､
H P L Cか らオ ン ラ イ ン で各 ピ ー ク に含まれ る ペ プチ ドの 分子量 を決定 でき
る の で ､ 非常 に短時間 に各ペ プチ ドの 分子量 を決定 で き る ｡
本論文で 以下 に述 べ る研究 は ､ 主 に F AB MS を タ ン パ ク 質の 構造研究 に
有効 に用 い る こ と によ り､ 従来か ら用 い られ て い る分析法 の弱点 とも言え
る ･ 一夕 ン バ ク 質の 構造研究 に は多く の時間を要する
-- と い う点を克服 したも
の で ､ タ ン パ ク 質の 構造決定を､ あた か も低分子 の構造決定の よう に行な
う こ とが で き る こ とを示して い る ｡ ま た ､ タ ン デ ム MS や LC/MS と い っ た
分離分析 と質量分析を組み合 わ せ た方法を用 い て ､ 従来か らタ ン パ ク 質 の
構造研究 に用 い ら れて い る方法で は不得意であ っ た
”混合物の 一 次構造研
究･- を ､ 正確 に しかも迅速 に行なえる こ とを本研究で は示 して い る ｡
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第1章 α - ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー Paim I の 一 次構造決定
序
α
- ア ミ ラ ー ゼ は ､ デ ン プン やグリ コ ー ゲ ンな どを加水分解する酵素で ､
α - 1, 4 グ リ コ シ ド結合を切断し､ α 型 の糖を 生成す る酵素 で あ る ｡ 1833
年､ paye nと pers o zによ っ て麦芽抽出液中 に､ 初め て 存在 が知られ て 以来､
α
- ア ミ ラ ー ゼ は Ba cillus属 を中心 とする細 菌､ 放線菌､ Aspergi1lu s属 を
中心 とするカ ビ類 ､ イ ネ科お よ び マ メ 科の 植物の種子､ ーヒ ト ブタな どの
晴乳動物 の 消イヒ腺な ど多く の 生物か ら単離さ れ て い る
22)
｡ ほ とん どの α
- ア ミ ラ ー ゼ に つ い て は ､ 実用面 で は研究が盛 ん にな さ れ ､ ブ ドウ糖製 追
や酒造 な どの 産業 に大 い に利用 さ れ て い る の に付 し ､ 酵素 と して の 学循 的
な研究は遅 れ て お り､ 立体構造 をは じめ ､ 一 次構造､ 活性中心な ど構造 に
関する情報は ほ と ん ど得られ て い な い ｡ 明らか にな っ て い る事項 は ､ α
- アミ ラ ー ゼ は大部分が分子量が50000前後 の タ ン パ ク 質 で ､ ほ とん ど単
一 の ポリ ペ プチ ドで あ る こ と ､ 活性発現に は Ca 分子 が必要 で ､ α - ア ミ
ラ ー ゼ 1分子 あた り何分子 か の Ca が結合 して い る こ と ､ 至 適pH は動物起
源の も の が 中性付近 ､ 植物起源の もの が pH 5.5 - 6.0 で あ る こ とな ど で あ
る
22)
｡ 今 日 の タ ン パ ク質工学の発展を考える と ､ タ ン パ
_
9 質工 学 により ､
さらに機能性の 高 い α - アミ ラ ー ゼ が得られ る こ と は容易 に想像される こ
とから ､ a - ア ミ ラ ー ゼ の 構造や作用模作を解明する こ と は大変重要で あ
る o その た め に は α - アミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー に つ い て研究 を進める こ と
1
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も有効を手段 で あ る｡
α
- ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー は ､ 植物や微生物から多く の種類が単離 ･
精製され て い る
23126)
. そ の 中に は ､ 晴乳類の a - アミ ラ ー ゼ は特異的に 阻
草する が ､ 植物や微生物 の α - ア ミ ラ ー ゼ は 阻害 しな い も の も あ る
27)
o こ
の こ と は ､ 晴乳類の α - ア ミ ラ ー ゼ は ､ 基質に対 して結合する箇所の他 に ､
α
- ア ミ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー に対 して 結合す る箇所も持 っ て い る こ と を示
して い る ｡ よ っ て ､ こ れ らの イ ン ヒ ビタ ー に よ る 阻害の メ カ ニ ズム を解明
する こ とは ､ 晴乳類の a - ア ミ ラ ー ゼ の 性質を明らか にす る た め に ほ重要
な情報 とな る｡
動物の a - ア ミ ラ ー ゼ は 唾液腺型 と輝膿型の 2 つ に大別 さ れ る が ､ そ れ
ぞれ は多くの ア イ ゾザイ ム か らな っ て い る ｡ 血清中も しく は 尿中の こ れ ら
の α - アミ ラ ー ゼ の 活性は ､ 牌膿疾患､ 唾液腺疾患､ 腎疾患､ 肺炎､ 悪 性
度療などの場合 に大きく∵変動する こ と が既 に明らか にな っ て い る の で ､ α
- ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー は 診断薬として ､ α - アミ ラ ー ゼ の アイ ソ ザ イ
ム の 活性を測定する 目的にも用 い られ て い る
2S)
0
こ の よう な背景 の 元 に ､ 大 阪府 立 大農学部村尾研究 室に お い て ､
s&epto myc es c o mho m shil
'
の 培養液か ら ､ ブタ ､ ウ シ ､ イ ヌ ､ ウ マ の α - ア
ミ ラ ー ゼ は 阻害する が ､ ヒ ト の 唾液腺型お よ び謄膿型 の a - アミ ラ ー ゼ は
阻害 しな い (表 1) と い う ､ 興味深 い 性質を持 つ α - ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビ
タ ー Paim (pig pan cr e atic a - amylas einhibito rfr o m mic r obe s)Ⅰお よ び ⅠⅠが単離
された29[32)0 paim Iおよ びIIは ヒ ト と他 の動物の α - ア ミ ラ ー ゼ を区別す
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表1 種 々 の α - ア ミ ラ ー ゼ に対するP aim I と p aim Ⅱ の 活性
En zym e(O dgin) pH Inhibitio n
P aim I P aim Ⅱ
Pig pan cr e a s 7.0. ＋＋＋ ＋ ＋＋
Dog pancre as 7.0 ＋＋＋ ＋ ＋＋
Co wp an cre as 7.0 ＋＋ ヰ＋
Horsep an cr e as 7.0 ＋＋ ＋＋
Sheep pan cr e as 7.0 ＋ ＋･
Rabbitpan cre as 7.0
Hu m anp an cr e as 7.0
Hu m a n s ahv a 7.0
Hu m an s aliv a 7..0
C∝kpancr e as 7. 0
Carp pan cr e as 7.0 ＋＋＋ ＋＋十
Ca mba m salim e ntarytr a ct 7.0
Ea rthw or m 7.0
Ba cteri al 1iqu吋ing 5.5
Ba cterials a c charifying 5.5
M alt 5.5
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る こ と が で き る タ ン パ ク 質の α - ア ミ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー で ､ α - アミ ラ
ー ゼ の 性質 に つ Vlて研究す る の に非常 に有効で ある ｡ p aim I お よ びⅠⅠの い
く つ か の 物理化学的性質に つ い て は研究さ れ ､ 以下 の よう に求め られて い
る
31)
｡ ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動で求めた分子量 は p aiJnI が 430 0､
paim Ⅱ が 480 0 である ｡ 等電点 は Paim I は 4.2､ P aim IIは 4.0 である o ア ミ
ノ酸分析催 は 表2 の よう で ある o ア ミ ノ 酸分析の結果か ら p aimI､ Paim II
の分子 量 を求 める と ､ そ れぞ れ 4085､ 4387 とな る ｡ こ の 値 は ポリ アク リ
ルア ミ ドゲ ル 電気泳動で得られ た分子量 4300､ 48 00 と ほ ぼ 一 致 して い る ｡
以上 の 知見を参考に して ､ a - アミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー Paim I の 一 次構造
を､ 質量分析法 と エ ドマ ン分解法句 を組み合わ せ て 決定する こ と に した ｡
一 次構造決定 を行なう方法 に は ､ 最初 に F A B M S で Paim I の分 子量 を決定
し､ 続 い て い く つ かの フ ラ グ メ ン トに切断し て ､ 必要最小 限の 部分 に つ い
て構造決定を行を い ､ 最後 に各フ ラ グメ ン トを つ な ぎ合わ せ て も と の タ ン
パ ク 質の全 一 次構造を決定す る方法を用 い る こ と に した ｡ ま た ､ paim I と
同様 に晴乳類 の α - ア ミ ラ ー ゼを 阻害する α - ア ミ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー
Hah Ⅱ
33)
,
Ho e-467A判 , z12685
35)
, Al-3688
36) の 一 次構造 と paim I の 一 次構造
を比較 し､ ホ モ ロ ジ ー を検討する こ と に した ｡
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表2 Paim Iお よ び pai皿 Ⅱ の ア ミ ノ酸分･析結果
ア ミノ酸 P aim I Paim Ⅱ
Lys 0 0
H is 2 2
Arg 1 1
Asp 3 4
T hr 4 4
Se r 3 4
Glu 3 3
Pr o 2 2
Gly 4 4
A la 6 6
Cys 2 2
V al 3 4
Met 1 1
Iie 0 0
Leu 2 2
Tyr 2 2
P he 0 0
Trp 1 1
total 39 42
M
｢
Ⅳ 4085 4387
実験の概略を以下 に示す｡
1)P aim Iお よ び paim I の S- S結 合 を 還元 カ ル ポ キ シ メ チ ルイヒし た
RCM -Pain Iの 分子量 を F A B M Sで 決定する｡
2)RCM -P ainI(Redu c eda nd Carbo xym ethylated Pain I;S-S 結合を還元 カ ル ポ
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キシメ チ ル化した Paim I)を ､ staphylo c o c czLS a W e u SV8pr ote as e(タ ンパ ク質､
ペ プチ ドの ペ プチ ド結合を Glu 残基 (条件によりAsp残基) の C末端側 で
切断する酵素) で消化し､ 得 ら れ る ペ プチ ドの 分子量 を F A B M S で決定す
阜. 各ペ プチ ドの分子量 と RCM -P aim I の分子量から､ paim Iの
一 次構造 を
決定する の に 必要最小限 の ペ プチ ドを選 ぶ ｡
3)各ペ プチ ドの ア ミ ノ 酸配列を気相法 ア ミ ノ酸シ ー ク エ ン サ ー (自動 エ ド
マ ン 法) で決定 し ､ 消イヒに用 い た酵素 の特異性を考えて ､ 得られ た ペ プ チ
ドを つ な ぎあわ せ る こ と に より RCM -P aim I の 仝 一 次構造を決定する｡
4)トl)プ シ ン (タ ン パ ク質､ ペ プチ ドの ペ プチ ド結合を 血g残基､ Lys 残
基の C末端側 で切断する酵素) ､ キ モ トリ プシ ン (タ ン パ ク 質､ ペ プチ ド
の ペ プチ ド結合 を Tyr､ P he､ Leu な ど疎水性ア ミ ノ 酸残基の C 末端側 で 切
断する酵素) で P aim Iを消化 し､ 得ら れ る ペ プチ ドの分 子量 と酵素の特異
性とを考え合わ せ て ､ 3)で 得られた P aim I の
一 次構造を確認する ｡
こ こ で 用 い た 方法は ､ 最初 に分子量を決定し､ 続 い て い く つ かの ユ ニ ッ
トに切断して必要な部分 に つ い て構造決定を行 い ､ 最後 に得られ た結果を
つ なぎ合 わ せ て 全体 の構造 を決定する と い う ､ 低分子 の 化合物の構造決定
を行なう際に用 い る方法 と非常 に類似して い る ｡ こ の よう な手法や考え方
は従来 の タ ン パ ク 質の構造研究 には用 い られ て お らず､ そ の ため ､
一 次構
造決定 に は多大な時間を必要 と した｡ 本研究 は ､ タ ン パ ク質も低分子の 化
合物同様に迅速 に構造決定が行なえる こ とを示して い る ｡
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第1節 p aim Iお よ び R C M-Paim I の分子量 の 決定
Paim Iお よ び R C M-Paim I の分子量を F A B M S で測定 した ｡ 図 8 に示すよ
うに P aim Iは m/z742 3.0 に ､ RCM -Paim Iは rn/z 7657.0 に そ れ ぞれ [M＋H]
'
(a ver age m a ss)が観測さ れた .
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囲8 Paim I(上)と RCM -P aim I(下)の[M＋珂
＋ 付近 の F A B M S
1
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分子量 が 75 0程度 の タ ン パ ク 質の m onois otopic mole cular mas sは a v erage
m as sよ りも 5 マ ス 程度小 さ く な る (用 語 の説明参照) の で ､ Paim I､
RCM -Pa血 Ⅰ の m on ois otqpic m ole c u血 w eigbtは7417.0､ 7651.0 と舌博さ れる｡
こ の 2 つ の 分子量 の差は､ S-S 結合を還元して導入 さ れ たカ ル ポ キ シメ チ
ル基 によ る も の で あ る｡ カ ル ポ キ シ メ チ ル基1残基の質量 は 59.05 であ る
こ とか ら､ p aim I に は R C M化 に よ り 4 残基 の カ ル ポ キ シ メ チ ル基 が導入
さ れた こ と が わ か る ｡
第2節 酵素消化で得られる ペ プチ ド甲F A B MS
RCM -Pain I をstaphylo c o c c u s a u Te u SV8pr ote as eで 8時間消化する こ と に よ
り､ Slか ら s6 の ペ プチ ドが得ら れ た ｡ そ れ ぞれ の 分子量 を ､ 消化で得 ら
れ た ペ プチ ド混合物 の ま ま ､ も し く は E PユノC で そ れ ぞ れ を単離 し た後
F A B M S で決定 した ｡ 図9 に各ペ プチ ドの [M＋H]
'
付近 の F AB マ ス ス ペ ク
トル を示す｡
sl､ S2､ S 3の 分子量 1946.8､ 14 23.7､ 4317.1 (い ずれ も m o n ois otopic
m olecu血 Ⅶeigbt) をた して 2
.
m ol の水 の分子量 36･0 を引く と7651･6 となり ､
F A B MS で 求 め た RCM - Pain I の 分 子 量 765 1.0(m onois otopic m ole c ular
w eight)にほ ぼ
- 敦する o こ の こ と か ら､ Sl､ S2､ S 3 の各 ペ プチ ドの ア ミ
ノ酸配列と並 びか た を決定すれば R CM -P aim I の全 一 次構造を決定 で き る
こと が わか っ た ｡ そ こ で ､ Sl､ S2､ S3 が多く得られ る条件 で ､ R C M-Pain
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ⅠをStaphFIcK: O C CUS a Ur e U SV8pr ote as eで 消化 し ､ H P L C で分取 し た ｡ そ の ク
ロ マ トグ ラ ム を囲1 0に示す｡
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図9 R C M-P ain IをStaphylo c o cc us au ' e u s.V 8pro te as eで 消化 して 得ら れ る
ペ プチ ドの 【M＋H]
＋
付近 の F A B MS
質量数 はす ベ て m o n ois otopicpe ak のe x a ct m assで示して い る ○
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囲 10 R C MIPaim IをStaphylo c oc cロS a ue USV 8pr ote as eで 消化 し て 得 ら れ
る ペ プチ ド混合物 の H P LC クロ マ トグラ ム
ペ プチ ドSl､ S2､ S3 が生成しや すい 酵素消化条件を選 ん で あ る
た め ､ ペ プチ ドS5､ S6 はクロ マ トグ ラ ム 上 に現わ れ て い な い ｡
分子量 は m o n ois otopic m ole c ロ1ar w eight で 表示してある｡
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第3節 エ ドマ ン 法 によ る R C M-P aim I のア ミ ノ 酸配列 の決定
タ ン パ ク 質の N 末端か ら数十残基程度の ア ミ ノ 酸配列 は気相法 ア ミ ノ 酸
シ ー ク エ ンサ ー で 決定 で.き る の で ､ ペ プチ ドSl､ S2､ S 3_に つ い て 分析す
る前に ､ RCM -P aim Iを気相法アミ ノ酸 シ ー ク エ ン サ ー で 分析 した o そ の 結
果 ､ 以下 の よう に N 末端の Ala か ら 28番目 の V alま で の ア ミ ノ 酸配列 を決
定で きた｡
1 10
Ala-Ser- Glu-Pr o- Ala-Pr o- Ala- Cm Cys-V al-V al- Met- Tyr- Glu-Ss r- Trp-
20 28
Arg- Tyr- m 一 冊 r
- Ala- Ala- Asn- As n- Cm Cys- Ala- Asp-Thr-V al-
一 方､ ダ ン シ ル 法叩 で Sl､ S2､ S3の N 末端の アミ ノ酸 を決定 した と こ
ろ ､ それぞれ Gly､ Ala､ Serで あ る こ と が わか っ た ｡ s 2 の
rN 末端 の ア ミ ノ
酸は 〟a で ､ 分子量が 1 423.7 である こ と か ら､ s2 は上 に示した ア ミ ノ 酸
配列の Ala(1)-G lu(13)に相当する こ とが わ か る ｡ S2 のC 末端の ア ミ ノ酸 が
Glu で ある こ と は用 い た酵素で ある SLaphylo c oc c ロS a W eLISV8prote as eの 特異
性に 一 致して い る . した が っ て ､ ペ プチ ドS2 は RCM -P aim I の N末端部分
の ペ プチ ドで あり､ そ の ア ミ ノ酸配列は決定する必要はな い こ と にな る ｡
14番目の アミ ノ酸残基が Serで ある こ と から ､ s2-S3の 脹 に並ん で い る
こ と に な る ｡ S 2ほ N 末端 の ペ プチ ド で あ る こ と か ら R C M-Paim I は
s2-S3- Slの構造 であ る こ と が こ の 時点で 明らか とな っ た ｡
s3を気相法 ア ミ ノ酸 シ ー ク エ ン サ ー で 分析 した と こ ろ ､ 以下 の よ うに
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1 4番目 の Se rか ら 38番目 の Ala ま で の ア ミ ノ酸配列を決定 で きた .
14 20 30
Ser-Tq - ArB-Tyr-Tbr-Tbr- Ala- Ala- Asn - Asn-Cm Cys-A la- Asp
- Thr-V al-Ser- V al-
38
Ser- V al- Ala-Tyr- Gln- Asp- Gly- Ala-
最初 の 15 コ の ア ミ ノ 酸配列 は ､ RCM -Paim I の14番目か ら28番 目草 で
と 一 敦 してお り ､ s2 に続 く ペ プ チ ドは S3で ある こ と が 確認 さ れ た ｡ S3
の分子量 は F A B MS の 結果から43 17.1 で あり､ 38番目 の Ala が こ の ペ プ チ
ドの C 末端 で な い こ と は 明らか で あ る ｡ 36番 目 に Asp が あ る こ と から ､
S 3をさ らに Staphyl∝ oc c us a l,euSV8prote as eで 消イヒすれば ､ 37番 目の G ly
を N 末端 とする ペ プチ ドが得ら れ る と予想される ｡ SET(14)- Asp(36)の ペ プ
チ ドと ､ G ly(37)か ら s 3の C 末端ま で の ペ プチ ド をそ れぞ れ S3-1､ S3-2
とする ｡ S3の アミ ノ 酸シ ー ク エ ン サ ー の 結果をも と に S3-1 の分子量を計
算すると 2579.1 となる ｡ S 3 の分子量 が 4317.1 である こ とか ら､ s3-2 の 分
子量 は ､ 43 17.1 - 2579.1 十 18.0 - 1 756.0 であると算出さ れ る ｡ そ こ で ､ S3
をさ ら にStaphylococc u sau TeUSV8prote ase で 消イヒして 得 ら れ る各ペ プチ ド を
H P LC で分取 し､ N 末端の ア ミ ノ 酸をダ ン シ ル 法 で分析 した ｡ 得ら れ た
H PL Cの ク ロ マ ト グラ ム を 図
■
11に示す｡ そ の 結果､ N 末端 の ア ミ ノ 酸が
Gly である ペ プチ ドが S3-2 で ある こ と が わ か っ た ｡ S 3-2 に つ い てア ミ ノ酸
分析､ FABMS の 測定を行な っ たと こ ろ ､ S 3-2 は表3 に示した ような 19コ
の ア ミ ノ酸残基からなり､ 分子量 が 1755.8 である こ とが わか っ た｡
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図 11 S3 を sLaphylo c o c cus a u re usV 8pr ote as eで 消化 し て得 られ る ペ プ チ
ドの ク ロ マ トグラ ム
分子 量 は m onois otopic m ole c ula r w eight で表示して ある o
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F A B MS で得ら れた S 3-2 の分子量 1755.8が ､ 予想さ れた分子量 1756.0と
よく 一 致 し て い る こ と か ら､ s3-2 は S3 の C 末端部分の ペ プチ ドである こ
とが確認で きた ｡
表3 ペ プチ ドS 3-2 のア ミ ノ酸分析結果
ア ミ ノ 酸 残基数
T 虹 3.7(4)
Glu 1.2(1)
Gly 4.0(4)
Ala 3.2(3)
V al i.2(2)
Leu 1.2(1)
Pr o 3.2(3)
CmCys o.i(1)
計 19.4(19)
()内の数億 は実測値 を四捨五 入 して 得 られ た整数値
s3-2 に つ い て 気相法ア ミ ノ酸 シ ー ク エ ン サ ー で分析 した結果､ 以下 の よ
う に 37番目の Gly か ら 54番 目 の Gly まで の ア ミ ノ 酸配列を決定で き た
(Ⅹ ､ y は不明) ｡
37 40 50 54
Gly
- Ala- Ⅵ1r- Gly-Pr o-CmCys
- Ala- T h- Leu- Pro一 打 o- Gly- Ala-Val-Ⅹ - Y- Val- Gly1
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表3 の ア ミ ノ酸分析 の結果と ､ 酵素の 特異性から54番目 の Glyが s3-2
の C 末端の ア ミ ノ酸 で な い こ と は明 らか で ある｡ ア ミ ノ酸分析 の結果から
は ､ G lu が 1残基､ n r が4残基 ある の に対 し ､ 上 の 一 次構造 に は Glu は存
在せ ず､ Tbr は 2 残基しか存在 しな い . 以 上 と酵素 の特異性 を考え て ､
s3-2 の C 末端 の ア ミ ノ 酸は Glu で 54番目 の Gly に続く 55番目 の ア ミ ノ酸
と推定 さ れ ､ 51､ 52番目 の軍 と y は とも に T hr で あ る と推定さ れ る . こ
の こ とを確認す る た め に ､ S3をStaphylo c o c cus a uTe uSV 8pr o te as eで 消イヒし
て得られ る ペ プチ ド混合物 を カ ル ポ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Y (タ ン パ ク 質､ ペ
プチ ドの C 末端側か ら ア ミ ノ酸を1 つ ずつ 遊離さ せ る酵素) で消化し､ そ
の 経時変化を F A B MS で観測 した3B).3巧｡ 図 1 2に カ ル ポ キ シ ペ プチ ダ ー ゼ Y
によ る消化 の経時変イヒを追 っ た FAB マ ス ス ペ ク トル を示す｡ 図 12 の質量
数ほすべ て [M＋H]
'
の m o n ois otopicpe ak のexact m as sで 示 して い る ｡
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図12 ペ プチ ド S3-2 をカ ル ポキ シ ペ プチ ダ ー ゼ Y で消化 した際 の経時変
化を観測した F A Bマ ス ス ペ ク ト ル
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(A)は ､ ペ プチ ドS3 をstaphyl∝ o c cus a王Ele uSV8protease で 消イヒして得られ た
ペ プ チ ド混合物 の F A Bマ ス ス ペ ク ト ル で あ る ｡ m/z 1756.8 に S 3-2 の
EM＋ 町 が観測さ れ て い る o カ ル ポ キ シ ペ プチ ダ ー ゼ Y に よ る消化を開始し
て から ､ 1分後(B)に は m/z1 627.8 とm/z 1471.7 に ､ 10 分後(c)に は m/z
137 0.5､ m/z1269.5､ m/zl170.4 に ､ 1 時間後 p)に は m/zlO99.6 に ､ 2時
間後 田)に は m/zlO42.6 にそ れ ぞれ[M＋H]
＋
が観測さ れて い る ｡ こ れ は ､ カ
ル ポ キ シ ペ プチ ダ ー ゼ Y の 消化 に よ り ､ S 3-2 の C末端 か ら月頁次 Glu､
Gly＋Val､ Th ､ n rl V al､ A k､ Gly が遊離 さ れ て い る こ と を示 し て い る ｡
こ の こ とか ら､ s3-2 の C末端部分 の ア ミ ノ 酸配列 は -Gly- Ala- VaトT br-Thr-
(Gly, Ⅴal)- Glu で あ る こ と が わか っ た ｡ よ っ て ､ 気相法 の シ ー ク エ ン サ ー で
決定で き な か っ た Ⅹ ､ Y と Gly に続く 55番 目 の ア ミ ノ 酸は ､ そ れ ぞ れ
T hr､ T hr､ Glu で あ る と決定され た ｡
最後 に残 っ た C 末端 の ペ プチ ド S lを気相法 シ ー ク エ
'
ン サ ー で 分析 し た
結果､ 次の よう に 56番 目の Gly から73番 目の Serま で の ア ミ ノ酸配列 を
決定 で きた ｡
56 60 70 73
Gly-Tyr- Leu
- Gly- Glu- His- Gly- n s-Pro- Asp-His- Leu-Ala-Le u- Cm Cys- Pr o-Se r-Se r
こ の 配 列か ら Sl の分子 量 を計算すると 1946.9 となり､ F A B MS で 得 ら
れ た Sl の分子量 1946.8 とよく 一 致する ｡
以上 か ら､ p aim I の 一 次構造式を､ 図 13 のよう に決定したo
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10 20
Ala - ser- Glu - Pr o- Ala ･ Pro ･ Ala - Cys - Val･ Val
- Met- Tyr
- Glu - Ser- Trp
- Arg
- Tyr - T hr - n u ･ A la -
3 0 4 0
Ala - As n- As n- Cys - Ala ･ Asp ･ mr - V al- Sc r- V al- Se r- Ⅴal･ A IR - Tyr - Gln ･ Asp- Gly- A la - nu ･ Gly-
50 6 O
Pr o- Cys
- AIR - T hr ･ Lc u- Pro - Pro - Gly
- A la - V al･ T hr - Thr - Ⅴal- G ly - Glu - Gly - Tyr - Lc u- G ly ･ Glu -
7 0
His - G ly - His I Pr o･ Asp - His ･Lh u･ Ala ･ Lc u- Cys - Pr oI Sc r- Scr
図 13 Paim I のア ミ ノ酸配列
第4節 paim I の 一 次構造の確認
p aim I の 一 次構造 は ､ R C M-P ain Iをstaphylo c o c c us au Te uSV8proteas eで消
化 して得 られ た ペ プチ ドの ア ミ ノ酸配列を決定 し､ そ れ ら を つ な ぎ合 わ せ
る こ と によ り決定 した｡ こ の 場合 ､ つ な ぎ目 の ア ミ ノ 酸配列を別 の方法 で
確認す る必要 が ある ｡ また ､ 酵素をかえて RCM -Paim Iを消化 して 得ら れ
る ペ プチ ドの分子 量 が得られ た 一 次構造や酵素 の特異性 と矛盾しな い こ と
を確認する こ とも必要である｡
以上 の観点から､ p aim I の 一 次構造を確認する目的で ､ R C M- Paim I を ト
リ プシ ン ､ キ モ トリ プシ ン で 消イヒを行な い ､ 得 られる ペ プチ ドの 分子量 を
F A B M Sで測定 した｡ その 結果を表 4 に示す｡ 示 した質量数 は * 以外 の ペ
プチ ドに つ い て は すべ て m o n ois otqpicpe ak のe x a ct m a ssであ る ｡ ト リ プ シ
ン によ る消化 で は ､ T l､ T 2の 2 つ の ペ プチ ドが得られ､ F A B M Sか ら得ら
れ た そ れ ぞ れ の 【M＋H]
＋
の 催 18 53.8(m o n ois o topic m ole c ular m as s)､ 58 20.5
(a v er age m ole c ular m a ss)は､ 一 次構造か ら計算 される佳と 一 致して い る ｡ ま
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表4 R C M-P aim I を酵素消イヒして得られ る ペ プチ ド
T l､ T 2; トリ プシ ン で消化して得られる ペ プチ ド
Cl- C7; キモ トリ プシ ン で消化 して得られ る ペ プチ ド
sl- S7;Staphyloc o c c us azIZle U SV 8pr ote as eで消化して 得 られ る ペ プ チ ド
ペ プチ ド [M＋E]
'
･[M＋H】
＋
p早CM -P aim I の配列
観測値 理論値 で該当す
■
る箇所
Tl 1853.8 1853.8 Ala(1)-Arg(16)
T2 5820.5* 5820.3* Tyr(17)-Ser(73)
Cl 1295.7 1295.6 Ala(1)-Tyr(12)
.C2 1744.8 17 44.8 Thr(18)
- Tyr(34)
C3 3929.2 3929.2 Gln(35)-Se r(73)
C4 1 111.7 11 11.5 Leu(58)-Le u(67)
C 5 1727.9 17ま7.8 Le u■(58)- Ser(73)
C6 635.3 63 5.3 Ala(68)-S.er(73)
Sl 1947.8 1947.9 Gly(56)- Ser(73)
S2 1424.7 1424.6 Ala(1)-Glu(13)
S 3 4318.1 4317.9 Ser(-14)-Glu(55)
S3-2 i756.8 1756.8 Gly(37)- G lu(55)
S4 1428.7 1428.6 His(61)-Se r(73)
S5 258().2 2580.1 Ser(14)- Asp(36)
S6 2806.1 2806.3 Thr(27)-Glu(55)
S7 1068.5 1068.5 Thr(27)- Asp(36)
* 測定 は分解能1000 で行な っ た た め ､ 得られ た数億 は
av er age m a s sである ｡
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た ､ トリ プシ ン の 基質特異性 にも矛盾して い な い ｡ キ モ トリ プシ ン によ る
消化で は ､ Cl か ら c6の 6 つ の ペ プチ ドが得 られ､ F A B MS か ら得られた
それぞれの [M＋H]
'
の値 1295.7､ 1744･8､ 3 929･2､ 1 11 1.7､ ･ 172 7.9､ 6353(
い ずれも m o n ois otopic m ole c ular m ass)は ､ 一 次構 造か ら計算さ れ る催 と -
鼓して い る ｡ ま た ､ キ モ トリ プシ ン の 基質特異性 にも矛盾 して い な い ｡ 以
上の ように して ､ P aim I の 一 次構造 が正 し い こ と を確認 した o
第5節 考察
p aim I以外 に も晴乳類の α - ア ミラ ー ゼ の みを特異的に 阻害する タ ン パ
ク性 の α - アミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー が ､ 放線菌か ら数種類単離され て い る
が､ な か で も Haim Ⅱ33), Bo a-467A
34)
,
z-268 5
35)
, AI-368
36) に つ い て は 活性 だ
けで なく構造 に関する研究もなさ れ て い る ｡ Ho e-467A､ Z-2685､ Haim Ⅱ､
p aim Iの 一 次構造を比較する と､ 囲14に示したよう に ､ 高 い ホ モ ロ ジ ー を
も っ て い る こ とが わかる｡
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図 14 Ho e-467 A､ Z-2685､ H aim II､ Pa血 Ⅰの 一 次構造
□ で囲ん だ部分 は同 一 の アミ ノ酸配列
活性発現部位 である と い う推定を支持する結果が得られた｡
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囲15 Hoe-467 Aの 高次構造 (c
a 鎖に つ い てリ ボ ン で 表示)
(a)､ (b)は異なる角度か ら視たも の
- TIP(18)-Arg- Tyr- は bau andsdck表示で示して い る
42
ブタ ､ ウ シ ､ イ ヌ ､ ウ マ の α - アミ ラ ー ゼ に つ い て は paim Iも Haim II
も阻害する の に対 し､ ヒ トの 唾液腺塾 お よ び犀臓型 の α - ア ミ ラ ー ゼ に つ
い て は Paim Iは阻害しな い が､ Haim Ⅱ は 阻害する . こ の こ と か ら､ α - ア
ミ ラ ー ゼ に結合する部位の アミ ノ酸配列が ､ p aim Iと Eaim Ⅱ で は異なる と
考えら れ る . 図14 を見る と ､ paim I の Leu(58)から Ala(68)ま で の ア ミ ノ
酸配列 と H aim II の Gly(55)か ら Ⅴal(65)ま で の ア ミ ノ酸配列 が ､ 極 め て 違
う こ と がわ か る ｡ 従 っ て ､ こ の 部分 に α - ア ミ ラ ー ゼ に対する結合部位 が
存在する と予想され る ｡
p aim I の 一 次構造決定 には ､ F A B MS と気相法の アミ ノ酸シ ー ク エ ン サ ー
を組み合わ せ て 用 い る こ とに より ､ 従来から行な わ れ て い る質量分析法 を
用 い ず､ 気相法 の ア ミ ノ 酸シ ー ク エ ン サ ー の み で決定する場合 に比 べ ､ 一
次構造を効率的にしか も正確 に決定する こ と が で き た ｡ 特 に ､ 研究の 初 め
の段階で P aim I の分子量 を F A B M S で決定でき た こ と は ､ 一 次構造を迅速
に決定する た めの大きなポイ ン ト であ っ た ｡ こ こ で得 られ た分子量 7 417.0
はポリ アク リ ル ア ミ ドゲ ル電気泳動 で得られた分子量 43031)と大き く違 っ
て おり､ タ ン パ ク質の 一 次構造決定 に お い て ､ 質量分析法 により決定され
る分子量 の 正確 さ ､ そして質量分析法 の重要性を認識で き た ｡ 低分子 の 化
合物の構造決定 で は ､ 最初 に分子量 を決定し ､ 続 い て い く つ か の ユ ニ ッ ト
に切断して必要な部分 に つ い て構造決定を行な い ､ 最後 に得られ た結果 を
つ な ぎ合わ せ て全体の構造を決定する ｡ タ ン パ ク 質で は分子量 が数千以上
1
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と大き い た め ､ 分子量 を質量分析法 で決定する こ と は難しく ､ こ の よう な
方法は用 い られ て い な か っ た ｡ し か し ､ FA B M S の開発10)Il l)や装 置 の 大型
イヒによ り､ paim I のよう に 7500程度の タ ン パ ク 質の 分子量決定が可能と な
つ た o 本研究 で は ､ 最初 に Paim Iの 分子量を決定し､ 続 い て 酵素 で消イヒし
て得られた ペ プチ ドの 分子量 を求め て構造決定 に必要な部分 に つ い て ア ミ
ノ酸配列を決定し､ 最後 に得 られ た結果を つ な ぎ合 わ せ て金 一 次構造 を決
定 した ｡ こ の 方法 は先 に述 べ た低分子 のイヒ合物の構造決定 と 同 じ考え方 に
基づ い て い る ｡ 本研究 は ､ 低 分子 の 構造決定 の考え方がタ ン パ ク 質にもあ
て はまる こ と を示 した最初の 例 で ある ｡
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第2章 a - ア ミ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー P aim I のS-S 結合位置の決定
序
a
- ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー P aim I は ､ 第 1章で 明らか に した よ うに 73
コ の ア ミ ノ 酸残基 からなり ､ その 一 次構造 に は 4 つ の Cys残基 が存在する
こ とがわか っ た ｡ 第2章で は､ こ の 4 つ の Cys 残基に よる S- S結合 の 位 置
を酵素消化 と F A B M Sを用 い て どの ように決定 した か に つ い て述 べ る o
タ ン パ ク質 の S- S結合 の位置 を決定する た め に従来か ら 一 般 的 に行な わ
れて い る 方法は 以下 の とお り で ある ｡ 最初 に ､ タ ン パ ク質をペ プシ ン やサ
ー モ ライ シ ン の よう な基質特異性の 比較的低 い 酵素で消イヒして ペ プチ ド と
する｡ 酵素消化 は､ S-S 結合の 巻き変えが起 こ らな い酸性条件下 で行なう｡
次に ､ 酵素消化 によ っ て 得ら れたペ プチ ドの 中からs-s結合を含む ペ プチ
ドを単離し､ ア ミ ノ酸分析計もしくはア ミノ酸 シ ー ク エ ンサ ー で分析するo
こ の 方法の場合､ 消化 に は基質特異性の低 い 酵素を用 い る た め に ､ 得 られ
る ペ プチ ドの 数 が多く､ どの ような べ プチ ドが得られる の か ､ そ の 予想 が
難し い と.い う問題 がある｡ ま た ､ ア ミ ノ 酸分析ヤアミ ノ酸 シ
ー ク エ ン サ ー
で分析する場合 に は ､ 目的の ペ プチ ドを高純度 にしなく て は ならな い た め ､
精製に多く の時間を要する｡ そ こ で ､ Paim I のS-S結合を決定する場合 に､
こ れ ら の 問題を解決 で きる ような方法を用 い た ｡
消化 に用 い る 酵素に は基質特異性の高 い Staphylo c o c c u s a u re usV8prote ase
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を用 い た ｡ Staphylo c o c c us a w e u sV8pr ote as eは ､ 酸性ア ミ ノ 酸 (主 に Glu)
の C 末端側 で特異的に切断する酵素なの で ､ 得られ る ペ プチ ドは Paim I の
一 次構造か ら容易 に予想 で きる ｡ ま た ､ 高純度の精製を要求しな い 分析法
として ､ F A B M Sを用 い る こ と にし た｡ 即ち ､ 酵素消イヒに より得られる ペ
プチ ドの 分子量を ､ ペ プチ ド混合物の ままも しく は逆相 H P LC で租く分画
した後 に ､ F A B MS を用 い て 求め ､ 該当する ペ プチ ド を酵素 の特異性を考
え合わ せ て 一 次構 造の 中か ら選 び出 し ､ S- S 結合 の位 置 を決定す る こ と に
した ｡
タ ン パ ク 質の S- S結合 の位置 の確認 に F A B M Sを用 い る 方法は 既 に確立
されて おり ､ イ ン シ ュ リ ン45)､ ニ ワ トリ 卵白リ ゾチ ー ム 46),4 7)､ ウ シ リ ボ ヌ
ク レ ア - ゼ
47) に つ い て 報告されて い る ｡ しか し ､ こ れ らはす べ てS- S結合
位置が既 に決定 さ れ て い る化合物 に対 して行なわ れ て おり､ s-s 結合位置
が未決定の もの に つ い て は こ れま で応用 さ れ て い る例 は な い ｡
paimIの S-S 結合位置 の決定 のた め に行な っ た実験の概略を以下 に示すo
1)S-S 結合 の 交換 が 起き な い よ う な条件下 で ､ P aim I を staphylo coc cus
a u r e usv8pr ote as eで 消イヒし､ ペ プチ ド混合物 とする ｡ S- S結 合を持 つ ペ プ
チ ドの分子量を F A B MS で決定し､ ペ プチ ドの 分子量 と酵素 の 特異性から
S-S 結合の 位置を決定する ｡
2)ペ プ チ ド混合物 の ま ま の F A B M S測定 で は ､ す べ て の ペ プ チ ド の
[M＋H]
'
が検出 され る と は 限らな い の で 48)､ [M＋H]
' が検出さ れ な い ペ プチ ド
は､ H P LC で単離して F A BMS を測定する .
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3)S-S結合を も つ ペ プ チ ドに つ い て ア ミ ノ酸分析する こ と によ り ､ 1)､ 2)
で得られ た結果 を確認する ｡
第1節 p aim Iを酵素消化して得られ る ペ プチ ドの F A B M S
図 16 に､ Pain Iをstaphyl∝ o c cILS-a u etlSV8pr ote as eで 酵素消化 して ､ 得
られたペ プチ ド混合物の FAB マ ス ス ペ ク トル を示す｡
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図16 Paim I をstaphylo c o c c u s a ur e ロSV8prote ase で 消化して ､ 得 られた ペ
プチ ド混合物の F A Bマ ス ス ペ ク ト ル
質量数は m onois otopic m ole c ula叩 e ak のexactm as sで表示 して ある ｡
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得られ た ペ プチ ドの 分子量 と酵素の特異性を考え合 わせ て ､ 該当する ペ
プチ ドを p aim I の 一 次構造 から選び出した . S-S 結合 を持 つ ペ プチ.ドの
F A B MS で は ､ S-S結合を保持して い るペ プチ ドの [M＋H]
'
が険出される が ､
それ に加えて ､ イ オ ン化の 過程 の フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ンも しく は還元反 応
によ っ て 生 じる と推定 さ れ る S- S結合 が開裂し ､ -S Hとな っ た ペ プチ ド の
〔M＋珂
＋
も検出 さ れ る
49).5q
o 図 16 の dz lO68.6 は T hr(27)- Asp(36)､ m/z
1366.6 は Ala(1)- Glu(13)､ 叫
r
z 1370.6 は f hs(61)-Ss r(73)､ m/z 1698. は
Gly(37)- Glu(55)の [M 岬]
＋
で ､ そ れ ぞれ S-S結合 が開裂し､ -SH と な っ た
ペ プチ ドの [M＋fT)
'
と考 えら れ る ｡ しか し､ m/z 2523.2 と m/z3 066.5 の2 つ
の イ オ ン は ､ Paim Iの 一 次構造の どの 部分 に も あて は まらな い ｡ 従 っ て ､
こ れ らの イ オ ン は S-S 結合を持 つ ペ プチ ドの [M＋H]
＋
と考えら れ る ｡ 4 つ
の Cys残基 に よる S-S 結合 の観み合 わ せ は3通り考えられ る が､ paim I の
一 次構造と酵素の 特異性を考えあ わ せ て ､ こ れら は そ れ ぞ れ ､ Gly(37)-
Glu(55)＋ ns(66)-Ser(73)と G ly(37)- Glu(55)＋ H is(61)-Ser(73)の [M＋H]
＋
で ､
下 に示すような構造と決定し た ｡ と の こ とは ､ Cys(42)と cys(70)が S-S結
合を して い る こ と を示して い る ｡
m/z2523.2 に[M十H]
＋
が検出 き れ た ペ プチ ド
3 7 42 55
Gly- Ala- Thr- Gly-Pro -Cys- Ala- Thr- Leu-Pr o-Pr o- Gly- Ala-VaトT hr- Thr- V al- G ly- Glu
H is- Letl- Ala- Leu-Cys
-Pr o-Se r- Ser
66 70 73
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m/z306.5 に【M＋印
＋
が検出され た ペ プチ ド
37 42 55
Gly- Ala
- n r- Gly一 打 oI Cys- Ala-Tbr- Leu- 放 o-Pro- Gly- Ala-Val-T h-Th - Val- Gly- Glu
H is- G ly-fLs
-Pr o-Asp
-H is- Leu - Ala- Leu - Cys- 放 o-Ser -Se r
61 70 73
第2節 H P L Cに よ る ペ プチ ドの単離と その F A B M S
cys(42) と Cys(7 0)が S- S結合 を して い る こ と か ら､ もう
一 方の S-S結合
は Cys(8)と Cys(24)の 間 にある と推定 さ れ る ｡ しか し､ こ の S-S 結合 の 存
在 を示す ペ プチ ドの [M＋H]
' は､ 酵素消化 に よ っ て 得ら れ た ペ プチ ド混合
物の F A Bマ ス ス ペ ク ト ル (図16) で は観測さ れ なか っ た ｡ こ れ は ､ グ リ
セ リ ン を マ トリ ッ ク ス と して 用 い て ペ プチ ド混合物の F ABMS を測定する
と､ 疎水性の ペ プチ ドの 【M十H]
'
は観測され る が､ 親水性 の ペ プ テ ドの
[M＋H]
＋
は観測され な い
48)･5 1)た め と考えられ た ｡ そ こ で ､ 酵素消化 で得られ
た ペ プ チ ド混合物 を H P L C で分画 し ､ 得 ら れた ペ プ チ ド の 分子量 を
F A B MS で 決定した ｡ 図17に H P L C のク ロ マ ト グラ ム を ､ 表5 に F A B M S
で得ら れ た ペ プチ ドの [M＋B]
'
と ､ そ れ らの ペ プチ ド が p aim I の 一 次構造
の どの 部分 に対応 する か を示 した ｡ 表5 の 質量数 は m on ois otopic m ole c ular
pe ak のexa ctm ass で表示 して ある ｡
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囲17 Paim IをsfaphFlo c o c c u s a uTeロSV 8pr ote as eで 消イヒし て ､ 得られ た ペ
プチ ドの 王壬PLC クロ マ トグ ラ ム
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表5 Paim Iをstaphylo c o c c u s azLne U SV8pr ote as eで 消化しr E P LC で 分取
して得られ る ペ プチ ドの [M 七日]
＋
fr. 【M＋fI】
＋
観測値
[M＋H]
'
理論値
p aim I の配列 で該当する箇所
a 561.9 562.2 H is(61)- Asp(65)
b 538
.
.2 538.2 G ly(56)-G lu(60)
C 1068.5 1068.5 Thr(27)- Asp(36)
a 3066.5 3066.4 Gly(37)-Glu(55)十His(61)-Ser(73)
e 2 523.0 252 3.2 Gly(37)- Glu(55)＋His(66)-Ser(73)
f 2836.2 2836.2 Ala(1)- Glu(13)＋Ser(14)- Asp(26)
g
I
k
no peaku nde r m/z5000
表5 から わ か る よう に ､ 分画後の F A B M S では混合物の 場合に は検出 さ
れなか っ た イ オ ン も い く つ か観測され た ｡ フ ラ ク シ ョ ン (蛋)か ら(k)で は
dz5000以下 に は[M＋H]
'
と思 われ る ピ ー ク は検出さ れ なか っ た こ と から､
こ れ ら の フ ラ ク シ ョ ン に含まれ る ペ プチ ドの 分子 量 は 500 を超え る と考
えられ ､ 分子内 に2 つ の S-S 結合を持 っ て い る と推定され る ｡ 従 っ て ､ こ
れ らの フ ラ ク シ ョ ン に含 まれ る ペ プチ ドは S-S 結合の 位置を決定する の に
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は有効で か ､と考えられたo 図18 に フ ラ ク シ ョ ン(D の F A Bマ ス ス ペ ク ト
ル を示す｡
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図18 Paim IをstaphFlo c o c c us a u r e u sV8prote a s eで 消化し､ H PLC で 分取
して得られ た フ ラ ク シ ョ ン(f)の F AB マ ス ス ペ ク トル
質量数は m o n ois otopic m ole c ula rpe ak のe x actm as sで表示してある o
m/z1366･4､ 14 72･3､ 28 36.2 にピ ー ク が険出され た o m/z1366.4､ 1 472.3 は ､
そ れ ぞ れSIS 結合 が開裂 し て 生 じ た ぺ プチ ド Ala(1)-Glu(13)と ser(14)-
Asp(26)の 即 ＋H]
＋
で ､ m/z 2836･2 は､ 次む羊示した Cys(8)と cys(2 4)に S-S
結合をも つ ペ プチ ドの [M＋H]
＋
である こ と が わかる o
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1 8 13
A la-Ser- Glu一 打o- Ala一 打 かA la- Cys-V al- Val- Met- Tyr
- Glu
Ser-Trp-ArgrTyr
- nlr- n r- Ala- Ala- Asn - Asn - Cys- Ala- Asp
14 24 26
以上 の 結果から ､ paim I には cys(8)と cys(24)､ Cys(4 2) と Cys(70)間 に
2 つ の S-S 結合が存在する こ とが明らか に な っ た o ま た ､ ど の F A Bマ ス ス
ペ ク トル にも他 の S-S 結合 の存在を示唆するピ ー ク は検出されな か っ た o
第3節 2 つ の S-S 結合の 位置 の 確認
2 つ の S- S 結合 の 位 置 を確認す る 目 的 で ､ フ ラ ク シ ョ ン (d)と (り を
H P L C でさ らに精製した後 ､ ア ミ ノ 酸分析 を した o 結果を表6 に示す｡ ど
ち らの分析倦も理論値 とよく - 敦 して お り ､ Cys(8)と Cys(24)､ Cys(42)と
cys(70)の 間に S-S結合が存在する こ とを確認できた｡
以上から ､ paim I の S-S 結合位置 は Cys(8)-Cys(2 4)､ Cys(4 2)-Cys(70) で あ
る と決定した ｡
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表6 フ ラ ク シ ョ ン (a)と(oの アミ ノ酸分析結果
ア ミ ノ 酸 (d) (O
Cys
t
1.7(2)
b
1.7(2)
b
Asp 1.1(1) 3.1(3)
Me t
8
0.0(0) 0.8(1)
T br 3.7(4) 2.1(2)
Ser 2.0(2) 2.5(2)
Glu 1.2(1-) 2.6(2)
Gly 4.9(5) 1.4(1)
Ala 4.0(4) 6.0(6)
V al 2.0(2) 1.8(2)
Leu 2.8(3) 0.5(0)
H is 2.7(3) 0.2(0)
Arg o.1(0) 1.0(1)
Pro 4.6(5) 2.1(2)
a
過 ギ酸酸化後､ 加水分解 して ア ミ ノ 酸分析を行な い ､ Cys は シ ス テイ ン
酸と して ､ Metは メ チ オ ニ ン ス ル フ ォ ン と して 検出した o Tyr や Trp は 過
ギ酸酸化 に よ り分解さ れ て しまうの で ､ こ れ らの ア ミ ノ 酸は検出され な
か っ た ｡
b
()内の数値は､ Paim I の ア ミ ノ酸配列 に基づ い て計算した催である｡
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第4節 考察
S-S 結合をも つ タ ン パ ク 質を酵素消化する場合､ s-s結合の交換が起 こ ら
か -ように ､ 通常 は酸性条件下 で消化 を行なう. しか し､ 熟変性 した p aim
Iを基質特異性の高 い StaphFl∝ o c c ロS a W etZSV8prote a s eで pH 4.0､ 6.9､ 8.8
で消化を試みた が ､ pH 8･8 の場合しか消化 で きなか っ た. pH 8.8 で は S-S
結合の交換が心配さtLた が ､ 消イヒで 得られ た ペ プチ ド混合物の F A B MS や
分画し て得られた ペ プチ ドの ア ミ ノ酸分析 ､ FA B M S では s- s 結合 の交換
を示す結果 は得られ なか っ た ｡ 従 っ て ､ 一 連 の 実験 で は ､ p aim I のS- S結
合の 交換は なか っ た と結論 で きる ｡
図 14 に､ P aim I と構造 が類似す る α - ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ - で あ る
Haim Ⅱ
33)
､ Ho e-467 A
34)
､ z-2 685
35) の 一 次構造を p aimI の 一 次構 造 と あ わ せ
で示した｡ こ れ か らも わかる よう に､ こ の 4 つ の構造は非常 に高 い ホ モ ロ
ジ ー を示 して おり ､ 特 に活性発現部位と さ れ て い る TTP(15)- Arg- Tyr(17)や
Cys残基 の位置 は ､ 4 つ と も に共 通 して い る . 実験の 結果､ paim I のS- S
結合 は Cys(8)-Cys(24)､ Cys(42)- Cys(70)で あ る こ と が わ か り ､ Haim Ⅱ､
Ho e-467 A､ Z-26 85 のS-S結合の 位置と同 じである こ と が明らか に な っ た o
こ の こ とか ら ､ こ れ ら4 つ の イ ン ヒ ビタ - は高次構造4144)も類似 して い る
と推定され る ｡
P aim Iを消化 して 得 ら れ た ペ プチ ド混合物の F A Bマ ス ス ペ ク ト ル で ほ ､
S-S 結合 を持 つ す べ て の ペ プ チ ドの [M＋H〕
＋
が 検出さ れ た わ け で な く ､
1
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cys(4之)と cys(70)の 閣 の S-S 結合 の存在 を示す ピ ー ク は観測さ れ た が､ も
う 一 方の S-S結合を含むペ プチ ドの 【M＋印
＋
は観測されなか っ た o しか し､
啓 素消 化 で 得 ら れ た ペ プ チ ド を H p L Cで 分 画 す る こ ･ と に よ り ､
cys(8)-Cys(24)で S- S 結合 し た ペ プチ ド Ala(1)- Glu(13)＋Ser(14)- Asp(26)の
[M＋珂
＋
も FA B MS で検出 で き た . こ れ は ､ グ 1)セ リ ン をマ ト リ ッ ク ス と し
て用 い た ペ プチ ド混合物 の F A Bマ ス ス ペ ク トル で は ､ 疎水性 の ペ プチ ドの
l
[M＋H]
＋
は観測 さ れ やす い が ､ 親水性 の ペ プチ ドの[M＋H]
'
は観測さ れ に く
い こ と によ る と考えられ る ｡
I
Naylor らは ､ ペ プチ ド混合物の F A B M S で[M＋H〕
'
が検出される か否かを ､
各ペ プチ ドの 親水性/ 疎水性を Bull & Bre es eの イ ン デ ッ ク ス (以下 ､ B &
B in de xとする)
51) と相関づ け て い る4S). 親水性の ペ プチ ドと疎水性の ペ プ
チ ドの 混合物の FjW MS測定 を行なうと ､ グ リセリ ン の液滴 の 表面 に疎水
性の ペ プチ ドが ､ 液滴 の 内部 に親水性の ペ プ チ ドが存在しやすくな る｡ こ
の 状態で F A B MS測定を行をう と ､ 表面 に ある疎水性 の ペ プチ ドが Ⅹe原
子 に より は じき出さ れ やすい の で ､ そ の 【M＋H]
'
が検出さ れ やすく ､ 液滴
の 内部 に存在 す る親水性 の ペ プチ ドの [M＋H]
＋
は検出 さ れ に く い (io n
s uppr es sion effe ct)｡ しか し､･ こ れ らの ペ プ チ ドを それ ぞ れ単離し て しまえ
ば液滴 の表面 で の 分子種の局在化はなくな る の で ､ 親水性の ペ プチ ドで も
F A B M S で【M＋H]
'
を検出で き る よう にな る｡ Naylor ら は ペ プチ ドの 親水性
/疎水性 の指標と して ､ Bull & Bre e s eが算出 した ､ ア ミ ノ酸の 水溶液に お
い て溶質である アミ ノ酸を永溶液の内部か ら空気と水 の界面 に運 ぶ の に 必
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要な エ ネ ル ギ ー を用 い て い る o すな わち ､ 各 ペ プチ ドを構成する ア ミ ノ 酸
の B & B inde xの 数億 を加算 して ､ 得られ た債を構成する ア ミ ノ 酸 の 数 で
割っ て そ れ ぞ れ の ペ プチ ドの 親水性/ 疎水性の指標 と定義 して い る ｡ こ の
催 が正 で絶対値が大き い ほ ど親水性 が高く ､ 負で絶対値 が大き い ほ ど疎水
性が高 い こ と を示 して い る . Pa血 Ⅰ を staphyl∝ o c cus a zL{eUSV 8pro te as eで 消
化 して得られ た各ペ プチ ドに つ い て こ の イ ン デ ッ ク ス を求め る と表 7 の よ
う にな る｡ 表 7 の 質量数は m o n ois otopic m ole c ularpe ak のe x a ct m a s で表示
して あ る ｡
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表7 Paim I を SLaphylo c o c c u s aLLTe U SV8pro te as eで 消化して得 られ る ペ プ
チ ドの BullandBr e es eの イ ン デ ッ ク ス と各ペ プチ ドの 図 16 で の
[M＋H]
＋
の 検出の 可否
フ ラ グメ ン･ト Bull & Br e es e
イ ン デ ッ ク ス
[M＋日]
＋
理論値
図16 で [M＋印
＋
の
検出可(＋)杏( - )
Ala(1)- G lu(13) -23 1366. 十
Se r(14)- Asp(26) ＋280 1472.6
T h(27)- Asp(36) -36 1068.6 ＋
A la(37)-Glu(55) ＋181 1698.8 ＋
Gly(56)- Glu(60) _19O 538.2
b
C
His(61)-Glu(65) ＋526 562.2
b
C
H is(66)-Glu(73) ＋128 1366. ＋
Ala(1)- Glu(13)＋Ser(14)- Asp(26) ＋128 2 836.2
Gly(37)-Glu(55)＋ns(61)-Ss r(73 ＋159 3066.4 ＋
Gly(37)- Glu(55)＋fLs(66)-Se r(73 ＋91 252 3.2 十
a
各アミ ノ酸 の水溶液 に率 い て ､ 溶質であ る ア ミ ノ酸を水溶液 の 内部か
ら空気と水の 界面に運ぶ の に必要な エ ネ ル ギ ー △Fをそ れぞ れ の ペ プ チ
ドにつ い て 合計し､ 構成する ア ミ ノ酸 の 数で 割 っ た数値
b
H P L C で分取した後 に測定した F A B MS で得ら れた質量数
c
paim Iを Staphyloco c cus a uT e USV8pr ote as eで 消化 して 得ら れ る ペ プチ ド
混合物 に つ い て は ､ m/zlO 00か ら m/z50 ∞ま で の 質量範囲 で F A B MS 測
定を行な っ た の で ､ 囲16?ス ペ ク トル で は検出さ れ て い な い ｡
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図16 の FA Bマ ス ス ペ ク ト ル で は ､ 表 7 で負の値を示 し て い る ペ プチ ド
は 即 十和
＋
がす べ て 検出さ れ て い る ｡ 一 方､ 消化 に よ っ て 得られ た混合物
の F A Bマ ス ス ペ グ トル (図 1 6) で は検出 さ れず､ H P LC で分画 した後 の
F AB マ ス ス ペ ク トル (図 18) で は検出さ れた フ ラ ク シ ョ ン (Oの ペ プチ ド
Ala(1)- G lu(13)＋Ser(14)- Asp(26)の イ ン デ ッ ク ス は ＋128 と比較的大きな正 の
催 とな っ て い る ○ こ の.ペ プチ ド.ほ親水性が高 い た め に ､ 混合物 の F A B M S
で は[M＋H】
十
が検出さ れなか っ た と考えられ る ｡ しかし､ フ ラ ク シ ョ ン (d)
の ペ プ チ ド Gly(37)-Glu(55)＋旺s(61)- Ser(73) は ､ こ のイ ン デ ッ ク ス が ＋159
と大き な正 である にも かか わ らず､ 混合物 の F A B MS で もそ の 【M＋H]
'
を
検出で き て い る ｡ 従 っ て ､ こ の Naylorらの 説は絶対的なもの で は をく ､ ペ
プチ ド混合物 の F A B M Sを測定する時の め やすと考えられ る ｡
グ リ セ リ ン を マ ト リ ッ ク ス とする ペ プ チ ド混合物 の F A B MS でそ の
[M＋H]
' をすべ て検出できな い 場合に は ､ グリ セ リ ン よりも低極性の ニ ト ロ
ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル を マ トリ ッ ク ス に用 い た り､ 添加物を加え たり して種
々 の 測定を試み る こ と によ り ､ 検出さ れて い な か っ た【M＋H]
＋
を検 出 で き
る ように なる可能性があるo 今回 ほ HPLC に より精製した後 ､ ア ミ ノ酸分
析も行 な っ て ､ F A B M Sの 結果か ら決定した S- S結合 の 位置を確認する こ
とも目的の 一 つ で あ っ たの で ､ F ABMS の種 々 の 測定条件を検討せ ずに ､
H P L C で の分取を行な い ､ F A B MS で得られ る ペ プチ ドの 分子量 か ら s- s結
合の位置を決定した ｡ また ､ ペ プチ ドの分子量決定 に LCMS を利用 すれば
1
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分取の手間が省け る の で ､ よ り迅速 にタ ン パ ク 質の S-S結合 の 位置を決定
で き ると考えられ る ｡ そ して ､ 分子量 がも っ と大きなタ ン パ ク 質に つ い て
であ っ て も ､ LC/MS を用 い る こ と に より S-S結合の位置を決定 で きる と予
-想される｡
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第3章 a - ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー P aim II の一 次構造決定
序
Pah Ⅱは paim Iと 同 じ SblePtO myC e S C O mhw zLShl
'
の 培養液か ら単離 さ れ た
a
- ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー で ､ そ の 活性 は paimI と同様 に ブタ ､ ウ シ ､
イ ヌ ､ ウ マ の α - ア ミラ ー ゼ は阻害する が ､ ヒ トの α - ア ミ ラ ー ゼ は阻 害
しな い29)
- 3 2)
｡ paim Ⅱ は P aim Iと 同様 に ポリ アク リ ル ア ミ ドゲル 電気泳動 で
単 一 の バ ン ドとな り ､ そ の 等電点 は pH 4.0 で､ P aim I のpH 4.2 と は若干
異なる値を示す31)｡ p aimII のアミ ノ 酸分析値 は p aim I と は ほ と ん ど 同じ で
ある31)(表 2) ｡ 以 上 の 点と ､ 同 じ培養液から単離さ れ た と い う点を考え
合 わせ る と ､ p aim Ⅱ は N末端もしく は C末端部分だけが p aim I と異なる と
予想される｡ 従 っ て ､ Pa血ⅠⅠの場合に は金 一 次構造を決定する必要はなく ､
paim Iと比 べ て 一 次構造 の異なる部分 に つ い て の み決定すればよ い と思 わ
れ る ｡ こ の ような考えの も と に､ 以下 の よう に研究を進める こ と に した ｡
1)Pain1II のS-S結合を還元カ ル ポキ シ メ チ)i,化 し､ 分子量を F A B MS で決
定する｡
2)R C M-Pain IIを sLaphyloc o c c us a w e us V8protease で消化して 得ら れ る ペ プ
チ ドの分子量 を F A B MS で決定する｡
3)RCM -P aim I を同様 に処理して得られる ペ プチ ドの分子量と比較し､ 分千
量 の 一 散しな い ペ プチ ドの アミ ノ酸配列をタ ン デ ム M S で決定する｡
4)分子量が - 敦する ペ プチ ドで構成さ れる部分は ､ RCM - Paim Iと 同じ構造
1
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を し て い る と 推定 さ れ る の で ､ そ の 確 認 を 以 下 の よ う に行 な う ｡
R CM _Paim Ⅱ を キ モ トリ プシ ン で 消化 し て得 ら れ る ペ プチ ドの 分子 量 を
F AB MS で 決定し､ す べ て の ペ プチ ドが Palm Ⅱ の- 次構造 に対応する こ と
せ確認する.
第 1節 R C M-P aimII の F A B MS
p aim I と同様に Paim Ⅱ を還元 カ ル ポ キ シ メ チ ル化 し て R CM -Paim Ⅱ を得
たo 図 19 にR C M-PaimII の[M＋珂
＋
付近 の F A Bマ ス ス ペ ク トル を示す｡
R
e
1
a
t
1
しノ
e
∩
a
u
n
d
a
n
C
e
RC M- Paim = R C M- Pa im = =a R C M- Pa im = = b
m/z 7 65 7･ O m/z 7 7 7 2. 2 m/z 7 860 . 6
+ As, i J se r +
7 6 匂匂 7 7 匂8 7 日日日 7ヨ匂匂
M/Z
図 19 R CM -P aim II の[M＋H]
＋ 付近 の F A Bマ ス ス ペ ク ト ル
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ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動､ 等電点電気泳動の結果か ら､ p aim IIは
単 一 の タ ン パ ク 質 と 考 えら れ て い た が 31)､ F A B MS では rn/z 772.2
(RCM -Pain IIa)と m/z7860･6(RC M-Pain IIb)に[M＋fq
'
が 検出さ れて い る ｡
こ の こ と は ､ R C M-P aim IIは 2種類 の タ ン パ ク 質の 混合物 で ある こ と を示
して い る o R C M-P aim Ⅱa の [M＋H]
'
は RC M-P aim I の【M＋ 町 (m/z7 657.0)よ
りも Asp 残基1 つ 分 に相当す る 115.0 だけ大きく ､ RCM -P aim Ⅱb は さら に
se r残基 ほ ぼ 1 つ 分 に相当する 88.4 だ け大き い こ とが わ か る ｡ Paim IIと
P aim I は 同 じ培養液か ら単離 され ､ 同様の 阻害活性を示 し､ そ の 物理化学
的性質も類似 して い る の で 31) ､ paim Ⅱa は paim Iより Asp残基1 つ 分大き
く ､ p aim m は P aim Ⅱa よ り さ ら に Ser残基 1 つ 分大き い と推定さ れ る o
R C M-P aim Ⅱa と RC M-Paim Ⅱb の [M＋H]
'
の 質量数 の差88.4 マ ス はSe r残基
1 つ 分の 質量数より 1.4 マ ス 大き い が ､ こ の こ と につ い て は以 下 の様に考
えた. 二重 収束型の 装置に よ る F A B MS 測定 の際､ 磁場の わ ずか な振れ を
なくすこ と は で きず､ こ の磁場の振れの た め に測定誤差が生 じて しまう｡
こ の 測定誤差を仮 に測定質量数の 0.02% とする と､ 質量数 1000 に対して
の 測定誤差は 0.2 マ ス エ ツ トであるが ､ 質量数 7000 に対 して の 測定誤差 は
1.4 マ ス ユ ニ ッ ト とな る ｡ ま た ､ 高質量 に な る ほ ど検出され る ピ ー ク の 強
度は弱くなり ､ ノ イ ズ が大きくな る ｡ そ の た め ､ 高質量域 の マ ス ス ペ ク ト
ル で は低質量域 の場合 に比 べ て S/N が悪くなり ､ ピ ー ク判定が難 しくなる ｡
図 19 に示すよう に ､ Paim Ⅱ の [M＋H]
＋ 領域の F A B MS の 測定は ､ ピ ー ク の
強度を強くする ため にス リ ッ トを広げ､ 分解能500 で行な っ て い る ため ､
(
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得ら れ た 分子 量 は av er age m ole c ular w eight で あ る . こ れ は ､ 低 質 量 域
(m/z <300)で ピ ー ク 強度 の強 い 場合 の 1 マ ス ユ ニ ッ ト の 分 解能 で の
m opois otopic m ole cular w eightの 測定 の場合 と比 べ て ､ 測定誤差 が大きくな
る こ と が考 え ら れ る ｡ 以 上 の こ と か ら ､ R C M-Paim Ⅱb の分 子 量 は
RCM -Paim Ⅱa よ りも ser残基1 つ 分大き い と 考えた｡ 同 じ培養液 か ら単離
され た タ ン パ ク 質で ､ その ア ミ ノ 酸配列 に い く つ か の バ ラ エ テ ィ があ る の
は ､ 一 般的に N 末端や C末端 が不 揃い の 場合が多 い ｡ Paim Ⅱ の 場合も 同
様 に考え､ Asp､ Ser残基 は paim II の N末端もしく は C 末端 に位置して い
る と考えた ｡ も し､ こ れ ら の 残基 が R C MIP aim Iの N 末端 にある な ら ば
RCM -Paim Ⅱ を staphylo c o c cz)s a w e u sV8prote ase で消化する と下記 の A の ペ
プチ ドが得られ る はず で あり ､ c 末端 にあ るなら ば B の ペプチ ドが得ら れ
る はずであ る ｡
N 末端 にある場合､ staphylo c o c c 汀s a D r e USV8pr otea s eで 消化 して得られ る ペ
プチ ドA
l 10
(Se r,Asp)- Ala-Ser- Glu-Pr o- Ala-Pro- Ala-CmCys- V al-V alー MeトTyr- Glu(M W:1625.7)
AspI A la
-Ss r- Glu- 放 o- Ala-Pr o- Ala- CmCys-V al- V al- Met- Tyr- Glu(M W:1538I6)
c末端にある場合､ staphFlo c ∝ c u s a u T e USV8pr ote as eで消化して 得ら れ る ペ
プチ ドB
61 70
H is- Gly一 托 s-Pr o- Asp-His- Leu- Ala- Leu- CmCys-Pr o-Se r-Se ト(Asp,Ser)(M W:1629.7)
H is-Gly- H is-Pr o- Asp
- H is- Leu- Ala- Leu-Cm Cys-Pro-Se r-Ser- Asp (M W:1542･6)
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第2節 R C M-Pain Ⅱ のStaphylo c o c c ロS aLUle ロSV8pr ote as eによる 消化と
F A B MS
RCM -P ain IIをstaphylo c o c cus a uTeロS V 8pr oteas eで 消化 し ､ 得 られ た ペ プ
チ ドを B P LC で 6 つ の フ ラ ク シ ョ ン (Sl-S6)に粗 く分取 し た ｡ こ れ ら に つ
い て F A B M S測 定 を行な っ た 結果 を 表 8 に示す . 表 8 の 質 量 数 は
m onois otopic m ole c ularpeal' の e x a ct m as sで 表示 してあ る o
表 8 R C M-Pa血 IIをStaphFl∝ o c cus a LZT e uSV 8prote a s eで 消化 し て 得 ら れ
た ペ プチ ドの [M＋印
＋
ペ プチ ド [M＋E]
＋
[M＋H]
＋
RCM -Paim I の配列 で
観測値 理論値 該当す.る箇所
S l 562.3 562.2 fLs(61)- Asp(65)
S2 538.3 538.2 Gly(56)-Glu(60)
S3 1068.7 1 068.5 ¶ 汀(27)- Asp(36)
S3 1530.8 1530.6 Ser(14)- Asp(2 6)
S4 885.3 885.4 n s(66)-Ser(73)
S4 14 28.5 1428.6 比s(61)-Ssr(73)
S5 1757.0 1756.8 G ly(3 7)-Glu(55)
S6 1 539.7 1539.6 な し
S6 1626.8 1626.7 な し
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9 つ の ペ プチ ドの 【M＋印
＋
が検出さ れたが ､ こ れ らの 中で RCM _P aim Iを
同様に消化 して得られ る ペ プチ ドの [M＋H]
'
と異なる億を示した の は S6 の
2
.
つ の ペ プチ ドで ､ a/z1 62 6.8 とrn/z 1539.7 に 【M＋H]
'
が観測 さ れ た (囲
20)_. こ の こ と は ､ Asp お よ び se r残 基 は R C M-Paim I の N末端方向に つ
い て い る こ とを示 して い る ｡
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囲20 ペ プチ ドS6の F A Bマ ス ス ペ ク トル
質量数は m o n ois otopic m ole c ularpe ak のe x a ct m a s sで表示してある.
Asp､ se rの位置を確認す る た め に ､ m/z1626.8 と m/z 1539.7 を プリ カ ー サ
- イ オ ン と して タ ン デ ム MS を測定する こ と に した ｡
第3節 R C M-P aim IIの N 末端部分 の ペ プチ ドの ア ミ ノ酸配列
図21に m/z1626.8 を プリ カ ー サ - イ オ ン と して測定した ド 一 夕 - イオ ン
ス ペ ク ト ル を示す. 図に示した略号は ､ 図3 ､ 4 の Ro epstorffら の命名法
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図2 1 m/z1626.8 から の ド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク トル
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b2､ b,､ b.､ b5､ b6､ b,､ b8､ b,､ bl.､ bll､ b12､ bl,､ bl.､ Ⅹ1.の イ オ ン か ら ､
M W 1625.8 の ペ プチ ドの ア ミ ノ 酸配列 は Ser- Asp- Ala-Ser- Glu- Pro- A la-Pr o-
Ala- cmcys- val- v al- M et-Tyr- Glu で あ る と決定 でき た｡ 同様 にもう 一 方の m/z
1539.7 か らの ド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク ト)I,で は ､ b2､ b3､ b.､ b5､ b6､ b,､ b8､
b,､ bl｡､ bll､ b㍑ ､ b13が検出され､ こ の ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸配列 は (Asp,
Ala)-ser- G lu-f h Ala一 打 o- Ala-Cm Cys-V al- V al- Met- Tyr- Glu であると決定できた｡
しか し､ N 末端部分 の 配列が Asp- Ala- か Ala- Asp- か は 決定 で きな か っ た o
そ こ で ､ Paim Ⅱ をそ の まま ア ミ ノ酸シ ー ク エ ン サ ー で分析 した と こ ろ ､ N
末端か ら1段目 の ア ミ ノ 酸 と して Serと Asp が検出され た｡ M W 16 27.8 の
ペ プチ ドの N 末端がすで に Serと決定され て い る の で ､ M W 1528.7 の ペ プ
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チ ドの N 末端 は Asp とな る o 従 っ て ､ こ の ペ プチ ドの N 末端部分 の 配列 を
Asp- Ala- と決定 した . 図 22にそ の 結果をま と め る .
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b Obs･
calc .
Se r
1 5 65.7
15 65.6
1 5 39.6
Asp
- 2 0 3.0
8 8.0 2 0 3.0
1 45 O.9
1 450.6
1 42 4.5
142 4.6
AIa
274.1
2 7 4.i
13 5 3.9
13 53.6
Se r
3 61.0
3 61.
12 6.6
12 6 6.5
GIu
490.3
49 0.2
1137.3
1137.5
Pro
587.2
5 87.2
10`IO.1
1 04 0.4
A】a
658.6
65 8,3
- 18 7.2 27 4.2 4 0 3.0 5 00.2 5 7 1.5 6 6 8.1
1 1 6.0 18 7.1 27 4.1 403.2 50 0.2 57l.2 6 68.3
96 9.2
96 9.4
Vat Met
755.3 8 2 6,7 9 8 7.1 1 0 8 6.4 118 5.6 13 1 6.61479.6
7 5 5.3 8 2 6.4 9 8 7.4 1 08 6.4 11 8 5. 13 1 6.6 14 7 9.6
Ala;4T Vat 地 Iu
739
.6 900.3 9 99.6 1 0 9 8.5 1229.5 1 3 9 2.3
7 3 9.3 9 00.3 99 9.4 1 0 98.5 12 2 9.5 1 3 9 2.6
Glu
図 22 (a)m/z1626.8 と (b)m/z1539.7 か らの ド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク ト ル
か ら決定 さ れた N 末端ペ プチ ドの ア ミ ノ酸配列
数倍は各ペ プチ ドの タ ン デ ム MS で 得 られ た ド 一 夕 - イ オ ン の 実
測値と理 論値 (ア ミ ノ 酸配列か ら計算)
第4節 RCM -P aim IIの 全 一 次構造 の確認
RCM -P aim II の全 一 次構造を確認する ため に ､ RCM -P aim IIを キ モ トリ プ
シ ン で 消化 し､ 得 ら れた ペ プ チ ドの 分 子量 を F A B M S で求め ､ そ の 結果 を
表 9 に まと めた ｡ 表9 の 質量琴は m o n ois otopic m ole c ularpe ak の exa ct m as s
で表示してある ｡
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表9 RCM -Paim IIを キ モ トリ プ シ ン で 消化 して 得られ る ペ プ チ ドの
[M＋H]
＋
ペ プチ ド [M＋H]
'
[M＋tI]
＋
R C M-P aim II の配列 で
観測値 理論値 対応する箇所
‾Cl 421. 421.2 Glu(15)- TTP(17)
C 2 740.4 740.3 Glu(15)- Tyr(19)･
C3 141 1.0 14 10.6 Asp(2)-Tyr(14)
C4 149 8.0 1497.6 Ser(1)- Tyr(14)
C5 1728.1 L 172 7.8 Leu(60)-Se r(75)
■c6 1745.1 1744.8 Thr(20)- Tyr(36)
C7 2 219.9 2220.0 Gin(37)- Tyr(59)
すべ て の ペ プ チ ドが ､ 一 次構造 にあ て は まる こ とか ら ､ paim Ⅱ の 一 次構
造を図 23 に示 した構造である と決定した｡
Paim Ⅱb
.
Paim Ⅱa
三 Paim l lO 2O
l
Ser･ Asp
- Ala - Se r- G lu - Pro I Ala - Pr o- A la ･ Cys ･ Val- Val･ M et- Tyr ･ G lu - Se トTrp - Arg - Tyr - 771 r-
3 0 4 0
T h- Ala ･ Ala - Asn- AsTl- Cys
- A ia - Asp - n r - V al- Ser - Val ･ Se r- Val･ A la 一 丁yr - G h- Asp
- G ly - Ala -
5 0 60
T hr - Gly - Pro - Cys- Ala - T h- Leo - Pr o- Pr o･ Gly - Ala ･ V al･ T h - TTu - Val･ Gly
- G lu - G ly - Tyr - Lc u-
70
Gly
- G lu - H is - G ly - His - Pr oI Asp･ His - Lc u- A la - Lc u- Cys - Pro- Sc r- Scr
図23 P aim Ⅱ の 一 次構造
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第5節 考察
タ ン パ ク 質 の 一 次構造決定 に従来か ら使 わ れ て い た 方法で は ､ 単 一 の タ
ン
.
バ ク質を対象 として い る た め ､ まず､ 最初 に タ ン パ ク 質 の精製が必要 で
あっ たo 本研究 で は ､ 単 一 の タ ン パ ク 質で ある と思 わ れ て い た p aim Ⅱ が ､
実験 を進 め て い く につ れて 2 種類 の タ ン パ ク 質 で ある こ とが わ か っ た が ､
それ ぞれ を単離 せずに タ ン デ ム M Sを利用 して ア ミノ 酸配列を決定 で きた ｡
混合物以外 に も タ ン デ ム M Sは以下 の ようなタ ン パ ク 質や ペ プチ ドの 構造
決定に は有効 で ある ｡ N 末端 が保護 さ れ て い る タ ン パ ク質 や ペ プチ ド
52)･5 3)
､ 部分修飾を受けて い る ペ プ チ ドや翻訳後 に部分修飾を受けて い るタ ン パ
ク質52)･
5 4)
､ 環状 ペ プチ ド55)-5 6)な どの場合 で あ る ｡ こ れ らの例 は ､ タ ン デ ム
M Sを有効 に用 い る こ と に よ っ て ア ミ ノ 酸シ ー ク エ ン サ ∵ を用 い る 場合に
比 べ ､ 構造決定 に要する時間 や労力を少なく し､ しか も正確 に構造決定を
行なえる こ とを示して い る ｡
本研究で は ､ Pain IIを stapbyl∝ o c czLS a u re tLSV 8pr ote a s eで消化して得られ
る ペ プ チ ドを ､ H P LC でそ れ ぞれ単離し て から F A B MS によ り分子量を決
定した ｡ 消化 に よ っ て 得 ら れ る ペ プチ ドの 分子 量 を ､ 混合物 の ま ま で
F A BMS を測定する こ と に よ り決定 で き れ ば構造決定 に要する 時間や労力
は非常 に少なく な る ｡ し か し ､ 第 2 章第 4節 で論 じた --io n s uppre s sion
effe ct
” の た め に ､ 混合物 の ま ま で は すべ て の ペ プチ ドの [M＋H]
＋ を検出で
きなか っ た の で H P LC によ る分取を行な っ た ｡ また､ タ ン デ ム MS で ア ミ
ノ酸配列の解析が可能な ド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク トル を得る に は ､ ピ ー ク 強
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度が強 い プリカ ー サ - イ オ ン が必要で あ る ｡ 道相系 の カ ラ ム を用 い て 分 取
を行なう と ､ 各画分 に は極性 の近 い ペ プチ ド しか 含ま れな く な る の で ､
”io n s uppr es sion effe ct
-tが弱くなり､ 得ら れるイ オ ン強度が強くな る の で ､
タ ン デム M Sの 測定 に は大変有利 に な る o ま た ､ オ ン ラ イ ン で H P L Cと
F A B M Sを連結した Contin u o us-flo wF AB(C F- F A B)
57)や F RIT-F A B17)I5 S)を用 い
れ ば､
7 -
io n s uppr e s sio n effe ct
f
.
' を少なくする こ とが で き る の で ､ H PLC で の
分取なし に親水性 の ペ プチ ドで もその [M＋H]
＋
を検出で き る よう にな る と
考えられる ｡
7 1
第4章 ウ シ血清 ア ル ブミ ン の 一 次構造の訂正
序
天然の タ ン パ ク質の 機能を解明する場合 の み
一
な らず ､ 生体 に 対 して機能
をも つ タ ン パ ク 質 を遺伝子 工 学や タ ン パ ク 質工学で 設計す る場合 ､ タ ン パ
ク 質の 高次碍造が重要なポイ ン ト と なる ｡ タ ン パ ク質の 高次構造に つ い て
の研究は ､ Ⅹ 線結晶解析59)や m
60)を用 い て 一 般的に行な わ れ て い る ｡ こ
れらの研究を行なう に は ､ 目 的の タ ン パ ク質 の 一 次構造 が明らか にな っ て
い る こ とが必要 で ､ 誤 っ た 一 次構造を基 に し た場合 に は､ 正 し い 高次構造
が導か れず､ タ ン パ ク 質の 活性発現機構に つ い て 誤 っ た推論 がな さ れ て し
まう可能性があ る｡ そ の た め ､ D N Aの 塩基配列 の みか ら ∵ 次構造 が推定 さ
れて い る タ ン パ ク 質や､ 自動 の 場合 に比 べ 誤りの 生 じる可能性が高 い 手動
の エ ドマ ン分解法 で決定さ れ て い る タ ン パ ク 質に関し て は ､ 高次構造の研
究の前に迅逐に - 次構造の確認をす る必要が ある .
第3章まで に述べ たタ ン パ ク質の構造研究は ､ い ずれも分子量が 800以
下の 小さなタ ン パ ク質に関するも の であ っ た ｡ その ため ､ 目的の タ ン パ ク
質を酵素消化 して得られる ペ プチ ドを ､ H p LC で それ ぞれ分取する の は そ
れほ ど困難で は なか っ た ｡ し か し､ 機能 をも つ タ ン パ ク質 の多く は分子量
が数万の もの で あり ､ 先 に述 べ た 方法 をそ の まま適用する こ と は難 し い ｡
そ こ で ､ 分子量数万 の タ ン パ ク質の 一 次構造を迅速 に確認する手法を確立
する こ とを目指して ､ ウ シ血清 ア)i,ブミ ン を試料 と してLCMS を用 い て 検
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討を行なう こ と に した ｡
ア ル ブ ミ ン は血祭中の タ ン パ ク 質の 約 60 %を占め ､ 浸透圧調節や物質輸
送 に関与 して い る ｡ ウ シ血清 ア ル ブミ ン (B S A) は ､ 582残基か らなり ､
そ の 一 次構造 は 1982 年 まで に タ ン パ ク 質側から エ ドマ ン分解法を用 い て
研究 さ れ ､ 図 24 のよう に決定 さ れ て い る61)
- 6 3)
｡
一 方､ ヒ トやラ ッ ト の 血
清ア ル ブミ ン (HSA､ R S A).の 構造 は ､ 遺伝子側 か ら図 24の よう に決定さ
れ て い る
64),6句
｡ こ の 3者の 一 次構造を比較する と ､ ホ モ ロ ジ ー が非常 に高
い こ と が わ か る が ､ BS Aの 一 次構造の 中で 疑問 に思 わ れ る箇所 が い く つ か
ある . 例 えば､ 1 16番目 と 156番目の アミ ノ酸残基 に つ い て は B S A のみ が
欠損して い る ｡ 94番 目と 95番目 の配列順序 が H S A､ RSA では _Gュn _ Glu_
で ある の に対 し ､ BSA で は -Glu- Gln- で ある ｡ こ の ほ か にも ､ B S Aの み が
他 の 2 つ と異なる ア ミ ノ酸残基 とな っ て い る箇所 が い く つ か存在する ｡
以上 の 点か ら ､ BSA の 一 次構造を迅速 に確認 し､ 誤 っ て い る箇所 に つ い
て は訂正する こ とを目的と して 以下 の ような方法 で実験を行な っ た ｡
1)B S A の分子量 を ESI MS で決定する｡
2)BSA の S-S 結合を還元カ ル ポ キ シメ チ )i,化 した後､ トリ プシ ン で消化し
て得られ る ペ プチ ドに つ い て F R m-Fju LC/MS を測定して ､ H P LC で 検出
さ.れ た各ピ
ー ク に含 まれ る ペ プチ ドの 分子量 を決定する ｡ 得られ た ペ プチ
ドの 分子量 を RCM - B S A の一 次構造と照 らし合わ せ ､ ま た酵素 の特異性を
考慮して ､ 各 ペ プチ ドが元の タ ン パ ク 質の ア ミ ノ酸配列 の どの 部分 に相当
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する かを決定する ｡
3)2)の結果､ 該当する ア ミ ノ酸配列が複数ある場合 ､ も しく ほ該当する ア
ミ ノ酸配列 が な い 場合 に は ､ そ の ペ プチ ドに つ い て タ ン デ ム M Sも しく は
気相法の エ ドマ ン 分解法を用 い て ア ミ ノ酸配列を決定する｡
4)2)､ 3)で
一 次構造を確認 で きな か っ た部分 に つ い て は ､ 消化に用 い る酵
素をリジ ル エ ン ドペ プチ ダ ー ゼ (タ ン パ ク 質 ･ ペ プチ ドの ペ プチ ド結合を
Lys残基 の C末端側 で切 断す る 酵素) ま た は Staphylc wcc usauE e ロS V 8
pr ote as eに か え て 消化 し ､ 得ら れ る ペ プ チ ドの 分子 量 を F RI T-F A B L CMS
で 決定する ｡ 得 られた分子量 と酵素の特異性 と を考え合わ せ て ､ 各ペ プ チ
ドがも との ア ミ ノ 酸配列の どの 部分 に相当する かを決定する ｡
第1節 BSA の ESn IS
B S A の分子量を決定する 目的で ､ ESI MS を測定した ｡ そ の 結果､ 図 25
の ように多価イ オ ン の形 で分 子量 を示すピ ー ク を検出 で き た ｡ こ の ス ペ ク
トル か ら分子量を算出する と M W66465.8 となり ､ 既 に決定 さ れ て い る
582残基 の ア ミ ノ 酸 か ら な る BSA の 一 次構造
61)- 63)か ら計算 さ れ る M W
66267.1 より 198.7 大き い ｡ こ の 観測値と理論値 の差は 0.3 % を超えて い る
る の で ､ ESI MS の 精度65)を考え る,と､ 測定誤差 と判断する に は大き い も の
で ある ｡ 従 っ て ､ こ の 差は報告されて い る BSA の ア ミ ノ酸配列に誤りが あ
る た め生 じた も の と考え､ BSA の全 一 次構造 を見直し ､ 誤 っ て い る箇所を
訂正する こ とと した｡
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第2節 トリ プシ ン消化 で得られ る ペ プチ ドの F m -F A B LqMS
BSA のS-S結合を還元カ ルポ キ シ メ.チ ル化 し､ トリ プシ ン で 消化 (37℃ ､
8 時間) を行な い ､ 得 られ た ペ プチ ド混合物 につ い て Ffu T-F A B LC/MS を
測定した. U V210n 皿 で検出した H p L C のク ロ マ ト グラ ム を図 26 に示す｡
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図 26 RCM -B S Aを トリ プシ ン で消化して得ら れた ペ プチ ドの H P L Cク
ロ マ トグ ラ ム
図 26 に 示 し た よ 75本 の ピ ー ク に含 ま れ る ペ プ チ ドの 分子量 を F RIT-
F A B LqMS で決定した｡ こ こセ得られ た分子量と酵素の特異性を考え合わ
せ て ､ 各ペ プチ ドが R C M- BSA のア ミ ノ 酸配列 の ど の 部分 に相当する か を
求め た｡ その 結果を表 10 に示す｡ 表10お よ び本文中 に示 した ペ プテ ドの
位置を示す数字は ､ 本研究 により訂正 さ れ た 一 次構造 に基 づ い て い る 0 C
は カ ル ポ キ シ メ チ ル シ ス テ イ ン を 示 し て い る ｡ ま た ､ 質 量 数 は
m o n ois otopic m ole c ularpe ak のe x a ctm as sで表示してある o
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表10 RCM - B S Aを トリ プシ ン で消化して得られたペ プチ ドの 即 ＋H]
'
Peak No･ PO SltlOn Sequen c e [M＋H]
calc ulated
[M＋H]
十
obs erv ed
T-1 1 - 4 D T H K 5 00.2 500.2
T-9 5 - 10 SEIA H R 712.4 712.5
T-37 ll - 20 F K D L G EEH F K 1249.6 1249.3
T-69 2 1 - 27 GLVLIAF* 732._5 732.5
T-46 28 - 41 SQY LQ QCP F D EH VK * 1779.8 1780.4
T-53 42- 51 LVNE L T E F AK 1163.6 1163.4
T-17 52 - 64 T C V A DESflA G C EK 1465.5 1465.1
T-58 65- 76SL H TLFGD E LCK 1 420.7 1 420.4
T-15 77 - 81 VA SL R 545.3 545.5
T-28 99- 106 NECF LSH K 1035.4 1035.3
T-2 1 107 - 1 14 D DSP D L PK 886.4 886.4
T-50 115 - 127LKPD P N T LCD E F K 157 7.8 1577.4
T-24 133- 136F ⅣG K 537.3 537.3
T-431371 143Y LY EIAR 927.5 927.4
T-12 144- 147R HP Y* 572 3* *572.4
T-66148- 156F YA P E L LY Y* 1178.6 * *1178.3
T-42160- 173 YNG V FQEC CQA E D K 1749.7 1750.
T-34 174 - 180 GACL L PK 759.4 759.4
T-16 181 - 185IE T M R 649.3 649.4
T_1 186- 187 E K 276.1 276.3
T-15 188- 194 V LTSSA R 733.4 733.5
T-1 195- 196QR 303.2 303.
T-3 197 - 198LR 288.2 288.3
Tイ1 199- 204 C A SIQK 707.3 707.4
T-10205- 208 F GER 508.2 508.3
T-25 212- 17 A W SVA R 689.4 689.5
T-22 218- 224 LSQK F PK 847.5 847.5
T-31 225 - 232 AE F V E V T K 92 2.5 922.4
T-27 233- 239 LV T DLTK 789.5 789.5
T-392 40 - 256V fI K ECCHGD L L ECA D D R 2 116.8 2 116.4
T-6 257- 26
_
1 A D L A K 517.3 517.4
T-26262 - 273YICDNQDTIS SK 14 4.6 14 4.3
T-35 274- 285 L K E C C D X PL L E K 1534.7 1534.6
T-22 286- 294 S H CIAEVE K 1073.5 1073.3
T-61 295- 312 D AIP E D L PP LTA D F A E D K 1956.9 1957.0
T14 313 - 316 D V C K 52.2 52 2.
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T-67
T-55
T-35
T-41
T-45
T-18
T-60
T-50
T-4
T-2
T-13
T-60
T-15
T-30
T-8
T-1
T-27
T-54
T-10
T-48
T-37
T-2
T-55
T-1
T-14
T-4 0
T-23
T-30
T-36
T-4 4
323
336
351
363
378
389
397
- 335
- 347
- 362
- 375
- 388
- 396
- 409
413- 427
4 28 - 431
432
436
445
455
459
466
472
475
484
500
505
510
52 1
524
534
538
545
551
557
564
574
ー 435
- 444
- 454
- 458
- 465
- 471
- 474
- 483
- 499
- 504
5 09
520
523
533
537
ー 544
550
556
563
573
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凸辿:芸迎王聖基
L G E Y GFQNALIV R
K V PQV STPTL V EVSR
SL GX
V GT R
∈∈三重望旦S巨星
MPCrE DY LSL*
m NR*
LC VL H EK
TP V SEK
V TK
C C TESLV N R
RPCFS A L TPD E TYV PK
A mE K
L F r F H*
AD ICT L P D T E K*
QIK
KQTA L VE L LK
H KP K
AT E EQLK
TV M E NF*
VAFVD K*
C CA A D D K
E A C F A V E GPK
L VVSTQT ÅLA
1567.
1439.8
1504,6
1555.6
1305.7
1069.4
1479.8
1639.9
404.2
4 32.
1168.5
1229.5
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899.5
660.3
:
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1
.
5!
i
;
o
2
0i::;:
i
3
1140.5
1567.4
1439.4
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1069.5
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4 3 2.4
1168.5
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1882.1
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言寄毒手妻j
841.4
* *1108.2
1002.4
消化 に は T PCK(N -To syl-L- Phenylalanin eChlor o m ethyl Keto n e)処理 (キモ ト
リ プシ ン活性を除去する処理) した トリ プシ ン を用 い た に もかか わ らず ､
若干 の キ モ ト リ プ シ ン の 活性が見 ら れ ､ 表 10の干の ような ペ プチ ドの
[M＋H]
＋
が検出さ れ た｡ ま た ､ を引 い た ペ プチ ドの分子 量 は ､ F R IT-F A B
LC/MS か らは決定 で きず､ H P LC で そ の 画分を分敬し て F A B M S測定を行
な い 決定したも の である ｡
79
第3節 タ ン デ ム M Sま∋よ び気相法 エ ドマ ン 分解法 に よ る該当する ペ
プチ ドの 決定
表 10 の う ち ､ T-12､ T-36 の M W571.3 と M W l lO7.2 に つ い て は ､ 酵 素
の特異性を考え合わ せ て_も該当する ペ プチ ド と して そ れ ぞ れ 2 つ の 可能性
が存在 し た｡ また ､ T-6 6の M W l177.3 に該当す る ペ プチ ドは ､ 図24 の 一
次構造から検索 しても ､ 対応す声ア ミノ酸配列を決定する こ と が できな か
っ た ｡ こ れ ら3 つ の ペ プチ ド(表 10 で M Wに * * を付 した ペ プチ ド) に つ
い て は ､ 次の ような方法で ､ それ ぞれ表 10 に示した ア ミ ノ 酸配列 で あ る
と決定 した ｡
T-12 のm/z572.4 に[M＋H]
'
が観測 さ れ た ペ プチ ド に つ い て は ､ R H P Y(
Arg
144から Tyr
147
) と QR L R(Gln
195か ら血g
198) の 2 つ の 可 能性 が考えられ
た o そ こ で ､ T-12 の画分 を E P L C で分取 した後タ ン デ ム MS を測定し､ ア
ミ ノ酸配列を求め た ｡ その 結果､ 図 27 のようなド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク ト
)I,が得られ､ こ の ペ プチ ドは R W Y(血g
144か ら Tyr
147) であ る と決定した｡
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図27 m/z572.4 からの ド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク ト ル
T-36 の m/z llO8.2 に [M＋H]
'
が 観 測 さ れ た ペ プ チ ド に つ い て は ､
A D EKEFW GK (Ala128から Lys
136) と E A C*F A V EGPK (Phe564か らLys
573) の
2 つ の 可能性が考えられた (C* は カ ル ポ キ シメ チ ル シス テイ ン を表して い
る) . そ こ で ､ T-12と 同様に ､ T-36 の 画分を H P LC で 分取した後 ､ タ ン デ
ム MS を測定し､ ア ミ ノ酸配列を求め た ｡ その 結果､ -V E G- の 配列 が存在
する こ と を示す ド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク ト ル (図28) が得られ ､ こ の ペ プチ
ドは E AC*F A V E G P耳(Phe
56 4か らLys
573
) で ある と決定した .
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図 28 m/zllO8.2 からの ド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク ト ル
M/Z
T-66の m/z l1 78.3 に[M＋H]
＋
が観測 さ れ た ペ プチ ドに つ い て は ､ 報告さ
れ て い る 一 次構造式か らは対応する ア ミ ノ酸 配列をも つ ペ プチ ドを決定 で
きな か っ た ｡ そ こ で ､ T-66の画分を H P L C で分取 した後､ 気相法の エ ド マ
ン分解法で分析し､ ア ミ ノ酸配列を求 め た｡ そ の結果､ F YAP乱 L n のア
ミノ酸配列であ る こ とが わか っ た ｡ 一 方 ､ こ の ペ プチ ドに つ い て ､ タ ン デ
ム M Sを測定する と ､
'
- L n の配列 が存在する こ とを示す ド 一 夕 - イ オ ン ス
ペ ク ト ル (図 2 9) が得られ た ｡ 2 つ の 結果から得られ た ア ミ ノ酸配列で あ
る F Y A PR L Y Y の分 子量を計算する と ､ 1 177.6 と なり ､ FR JT-F A B L C/M S
で得 られ た分子量 1 17 7.3 と よく - 敦する ｡
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囲29 m/zl178.3 か らの ド 一 夕 - イ オ ン ス ペ ク ト ル
”/Z
こ の ペ プチ ドが B S A の一 次構造 の ど こ に対応する か を決定する た め に ､
図24に示 した BSA､ H SA､ R S A の一 次構造を比較す る と ､ 156番 目 の ア
ミ ノ酸残基に つ い て は BS Aの み が欠損 して い て ､ H S A､ R S A のこ の 部分
の ア ミ ノ 酸 配列 (148番目 か ら 156番目) はそ れ ぞ れ F Y A P E L L FF､
F Y A W とな っ て い る こ と が わ か る ｡ よ っ て ､ T- 66の M W l 177.3 の ペ
プチ ドは F Y A 托 u Y Y(Phe
14 S
か らTyr
156
) に 該当し､ 図 24の B S A の一 次
構造の155番目 のTyr の 後にもう 1残基 Tyr が存在する こ とが明らか にな っ
た ｡
また ､ 156番 目の Tyr と 同様 に ､ H S A､ R S A のア ミ ノ酸配列と比 較して
B S A のみ に欠損して い る 116番目 の ア ミ ノ酸残基に つ い て は ､ 表 10に示
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すよう に T- 50 の M W 1 576･4 のペ プチ ド L K P D P N T L C*D E F K の【M＋町 が
F N - F A B LCMS で検出され て い る こ と よ り､ こ の 部分 の構造 は図24 の通
り で あ る こ と が確認さ れた｡
こ の 段階で 66コ の ペ プチ ドに つ い て RCM - BSA の - 次構造 に該当する箇
所を見 つ ける こ とが で き､ 全 一 次構造の 93 %を確認する こ と が で きた｡ 確
認で き て い な い 部分 の ア ミ ノ酸配列 は E TY GpM A D C* *E K EQP E R(Glug2
か ら Arg
98) ､ A D E K K(Ala128か ら Lys
13 2) ､ A N K(Ala15 7か ら Lys
159) ､
ⅣyQE A K(Asn
317か ら Lys
322) ､ m (Tyr
410か ら 血g
412) の ､ 計 34 残基 で
ある｡ また ､ L Xに該当する ペ プチ ドは 115 か ら116番 目､ 274 か ら 27 5番
目､ 376 かち 377番目 の 3 箇所あり ､ ま た ､ A L E(jua209か ら Lys
211) と
L A X(Leu348から Lys
35 0) は分子 量 か らだけ で は区別 で き か ､｡ 従 っ て ､ こ
れら の 部分に つ い て は L Kや A L K､ L A K の配列 を含む よ り大きな ペ プチ ド
の 分子量 を確認する こ と と した ｡ そ こ で ､ 残 る 7% の 部分 の ア ミ ノ酸配列
をも つ ペ プチ ドの 分子量を確認する目的で ､ 異な る酵素 で消化を行な い ､
得られ たペ プチ ドに つ い て f R IT-F A BLC/MS の 測定を行な っ た ｡
第4節 リ ジ ル エ ン ド ペ プチ ダ ー ゼ お よ び Staphylo c o c c us a uzle USV 8
わrote as eで消化 して得られる ペ プチ ドの F RI T-F A B LCPAS
RCM - BSA をリジル エ ン ドペ プチ ダ ー ゼ で消化 (37℃､ 8 時間) を行ない ､
得られ た ペ プチ ド混合物 に つ い て F RIT-F A B LCMS を測定 し､ 各ピ ー ク に
つ い て含ま れる ペ プチ .Fの 分子量を求め た｡ 得られた分子量 と酵素 の特異
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性を考え合 わ せ て ､ RC M- BSA の 一 次構 造 に あて は め た ｡ そ の 結果 ､ M W
2005.4､ 1673.8､ 2027.5 の ペ プチ ドは ､ そ れ ぞれ v A S L R E T YGDM AI)C*
c*E K(V al77か ら Lys
乃) ､ QE P E RN E C*F L SH X(Gln94か ら Lys
lO6) ､
LGE YGFQN A LIV R Y T R X(Leu
397 から Lys
413) の ア ミ ノ 酸配列 をも つ ペ プチ
ドに相当する こ と が わか っ た ｡ こ れ によ り､ トリ プシ ン 消イヒに よ っ て得 ら
れ た ペ プ チ ド の 分 子量 か ら確認 さ れ て い な か っ た ア ミ ノ 酸 配列 のうち ､
E T Y G D M A D C*C*E E EQP E R(Glu
82
か ら Arg
9S) と y m(Tyr
410
か ら Arg
41 2)
に つ い て はそ の 部分を含む ペ プチ ドの 分子量 を確認する こ と が で き た0
また､ RCM -B S Aをstaphylo coc cLZS auTe uSV8pr ote as eで消化 (37℃､ 4時間)
し､ 得られ た ペ プチ ド混合物 に つ い て F M T-F A B L CMS を測定 し､ 各ピ ー
ク に つ い て含 ま れ る ペ プチ ドの 分子量 を求め た ｡ 分子 量 と酵素の特異性を
考え合わ せ て ､ R C M-B S A の一 次構造 にあて はめ た ｡ そ の 結果､ M W608.2
､ 1360.4､ 17 21.1､ 2468.2､
1
13 60.2 のペ プチ ドはそ れぞ れ f W E(Phe126か
ら Glu
13 0
) ､ EE FⅣGK Y L E(Lys
131か ら Glu140) ､ u y y A N X Y NG ⅦQE(
Leu
153か ら Glu
166
) ､ D LP P L T AF A E D K D VC* m QE(Asp
300か ら Glu
320
) ､
A K D A 托JG S F L Y E(jua321か ら G lu332) の ア ミ ノ酸配列をも つ ペ プチ ドに相当
する こ と が わ か っ た ｡ こ れ に よ り､ 未確 認 で あ っ た A D E X E(Ala
128
か ら
Lys
132) ､ A N K(Alau 7から Lys
159) ､ N YQE A K(Asn
317か ら Lys
322) に つ い て
はそ の部分を含む ペ プチ ドの 分子量 を確認する こ と が で き た ｡
L K､ A L K､ L A Kの配列を含む ペ プチ ドに つ い て は以下の ように確認した ｡
Leu
l15
-Lys
l16
､ Leu
274
- Lys
275
に つ い て は RCM -BSA を トリ プシ ン 消イヒして 得ら
1
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れた ペ プ チ ド L E P D P N T L C*D E F K(Leu
l15
か ら Lys
127
) ､ L K EC*C*D X P L L
E K(Leu
274か ら Lys
2S5) の 分子量 に よ り確認 した o Leu376-Lys
377
につ い て は
RCM -B S Aをstaphyl∝ o c c u s a zIT eZLSV8pr ote as eで 消イヒし て得ら れ る ペ プチ ド
c*c*A E D D P H A C*Y TS V F D E L E H L V D E(CmCys
359か ら Glu382) の 分子 量 に
よ り確認したo A L E(ju㌔9か ら Lys
211) と L A K(Leu348か ら Lys
350) に つ い
て は ､ R C M-B S Aを リジ ル エ ン ドペ プチ ダ ー ゼ で 消化して得られ る ペ プ チ
ド F G E R A L K(Phe2
05か ら Lys
211) と R C M-B S Aをstaphylo c cx=c us a uTe U SV 8
pr ote as eで消 化し て 得られ る ペ プチ ド Y A V S Ⅵ ユR L A 証(Tyr
封0ふら G lu3 1
) の 分子 量 に よ り確認 した ｡
94番目 と95番目 の アミ ノ酸配列 -Glu- Gln- は､ B S Aと 一 次構造の ホ モ ロ
ジ ー の 高 い H S Aや R S A のアミ ノ 酸配列で は - Gln- G lu- で あ る こ と か ら配
列が疑問 に思われた｡ こ の こ とを確認す る目的 で ､ R C M-BSA を リ ジ ル エ
ン ドペ プチ ダ - ゼ で 消イヒして ､ 得 られ る M W 1673.8の ペ プチ ド (94番 目
から 106番目) に つ い て 気相法 エ ドマ ン分解法で N 末端か ら の アミ ノ 酸 配
列を決定したo そ の 結果､ QE P E X N E X F L- 玩 ほ不明) と決定さ れ た の で ､
94番 目 と95番 目 に つ い て は BSA も H S A､ R S Aと 同様 の ア ミ ノ 酸 配列
Gln
舛
- Glu
95
- で ある こ とが明らか と な っ た .
決定さ れ た BSA の 一 次構造 を図30 に示すo
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図 30 決定さ れた B S A の一 次構造
第5節 考察
分子量 が6 万を超える タ ン パ ク 質の 一 次構造 を､ 質量分析法を用 い ず に
従来から行なわ れて い る方法 で確認する に は非常に多く の 時間を要する ｡
しか し､ 本研究で は最初の 段階で BS Aの 分子量 を E SI MS で決定し､ 続 い
て R C M-B S Aを トリ プ シ ン
1
で 消化 し て 得 ら れ る ペ プチ ドの分子 量 を F RIT_
F A B L CMS を用 い て 求め ､ 報告さ れ て い る BSA の 一 次構造 にあて ほめ て
該当する アミ ノ 酸配列を確認 し た｡ 約 2週間 で BS Aの 一 次構造 のうち ､
93% につ い て 確認す る こ と が で き た ｡ 残 り の 7 %の 部分 に つ い て は ､
Staphylo c o c c u s a uzle U SV8prote ase やリ ジ)i, エ ン ドペ プチ ダ
ー ゼ で RCM -BSA
を酵素消化 して 得られる ペ プ チ ドに つ い て F RIT-F A B L C/M Sを測定する こ
と に よ り約1週 間で確認で き た ｡ こ の 際､ BSA の 156番目 の Tyr残基が欠
落して い る こ と を F RIT- F A B L CMS､ 気 相法 エ ド マ ン 分解法､ タ ン デ ム
M S法を組み合 わ せ て迅速に明らか に で き た ｡ また ､ 94番目と 95番目の ア
1
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ミ ノ酸 配列順 が報告 さ れ て い る 配列順 と は逆 で ､ - G ュn- Glu- で ある こ と を
気相法 エ ドマ ン 分解法を用 い て 明 らか に した ｡ こ の よう に ､ 最初 に分子量
を決定し､ 続 い て い く つ か の フ ラ グメ ン ト に 切断して各部分 に つ い て構造
を確認する と い う低分子の構造決定と同じ考え方が ､ 質量分析法を有効 に
用 い る こ と に よ り分子量6万 を超える タ ン パ ク 質の 構造確認 の場合 で も適
用 で きる こ とを本研究で は示して い る ｡
遺伝子 工学 やタ ン パ ク 質工学で タ ン パ ク 質を開発 ･ 生産 して い く際に は ､
ロ ッ ト ご と の 構 造確認 に よ る 品質管理 が必須 で あ る ｡ こ の よ うなタ ン パ ク
質に関 して ほ ､ 迅速 に構造確認を行なわ なく て はな らな い ｡ 実際に遺伝子
工学で生産さ れ た m -2 の 一 次構造を確認する目 的 で ､ 還元 カ ル ポ キ シ メ チ
ルイヒした m -2約 200FLg を Stapbylo c oc cロS a W euSV 8pr o te as eで 消化し て得ら
れる ペ プチ ドに つ い て FR IT-F AB L C/M Sの 測定を行な っ た ｡ その 結果､ 一
次構造の 97 % につ い て確認する こ と が でき た ｡ 構造確認に要した時間 は ､
H P LC の 分離条件の検討をど F RIT-F A B LCPvIS の 測定ま で が 4 日 ､ デ ー タ
の解析 に 1日の 計 5 日程度 で あ っ た ｡ 従来か ら用 い られ て い る方法､ 即ち ､
タ ン パ ク 質を酵素消化後､ 得られ た ペ プチ ドを HPLC で分取 し､ F A B MS
ヤア ミノ酸シ ー ク エ
1
/サ ー で 分析 し て ペ プチ ドマ ッ ピ ン グ を行なう方法 に
比べ る と ､ 迅速 にタ ン パ ク質 の全体像を つ か めた と い える ｡ こ の様に ､ 遺
伝子工学やタ ン パ ク質工学で生産されたタ ン パ ク質の迅速 な 一 次構造の 確
認に はFR JT-Fju LCMS は橿めて有効 で ある o
訂正 さ れ た BSA の 一 次構造から計算 さ れ る分子量 は 66430.3(average
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m ole c ular w eigbt)で ある ｡ 本研究と は独立 して R. Fe ng らは ESI MS に よ り
BSA の分子量 を決定 し､ 66423. (a ver age mole c ular w eight)と報告し て い る
67)
｡ 582残基 の B S Aの 一 次構 造 か ら計算 さ れ る 理 論値 662 67.1 と の 差
15 6.2 マ ス は ､ ほ ぼ単糖 1 つ 分 に相当する こ とか ら､ こ の 差 は ､ D N Aか ら
の 翻訳後 に修飾 され て糖1 つ が結合 した結果生じた も の と彼 らは推定 し て
い る6n｡ しか し､ 本研究 で BSA の 一 家構造は 一 部訂正 され ､ 583残基から
な る こ とが明らか とな り､ 訂正 され た B S Aの 一 次構造から計算され る分子
量 6 6430.3 と R. Fe ng ら が E SI M S で求め た BS Aの 分子量 66432.3 と は極 め
て よ く 一 致 して い る ｡ E SI M S で得ら れる タ ン パ ク 質 の 分子量 は ､ 従来よ り
用 い られ て い る超遠心法やゲ ル 電気泳動法 で得ら れ る分子量 に比 べ は る か
に精度の 良い も の で あ る ｡ E SI MS の 測定 で は こ の よ う に精度良く タ ン パ ク
質の分子量を求 め られる の で ､ タ ン パ ク 質の 構造決定 ･ 確認 に は非常に有
効で ､ B S A の場合 の ように
●
アミ ノ 酸1残基の欠損も容易 に検出 で きる ｡ 現
在､ 実用化されて い る E SI MS の装置 は Ele c仕ospr ay の イ オ ン 源を 四重極型
の質量分析計 に取付けたもの である ｡ 四重極 の質量分析計 は電場と磁場を
組み合わ せ た 二 重収束の質量分析計 に比 べ て 測定可能な質量範囲が狭く ､
ま た分解能も低 い ｡ 従 っ て ､ Ele ctr ospr ay の イ オ ン 源 と二 重収束型 の質量分
析計を接続する こ と に より ､ 現在得られ て い る る質量数 よりも さ ら に精度
良く､ 高質量 の タ ン パ ク 質の分子量も決定 で きる可能性がある ｡
以上 の よう に ､ ESI M Sや F RI T-F A B LC/MS な どの 質量分析法をタ ン パ ク
質の 一 次構造確認 に用 い る方法 は ､ 非常に正確か つ 効率的 である た め ､ 今
1
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後､ 一 般化する と考えられ る.
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第5章 総括
タ ン パ ク 質 は生体 の 中で種々 の 機能を つ か さ どり ､ 生命体 の維持 に は欠
かせ な い 物質で ある ｡ さら に ､ 医薬品と して の タ ン パ ク 質 に対する期待も
大きく ､ 天然由来の もの だけ で なく ､ 遺伝子工学由来の タ ン パ ク質を含 め ､
数々 の 製薬メ ー カ ∵ で の 開発 が盛ん にな っ て い る ｡ こ れら の タ ン パ ク 質の
機能を解明する 上 で ､ そ の構造を明らか にす る こと は重要 で あ る ｡ タ ン パ
ク 質の 一 次構造決定 は ､ 従来 で は非常に多く の時間 と労力 を必要 と して い
る ｡ 本論文で は ､ タ ン パ ク 質の分子量を質量分析法で決定する こ と によ り､
全体像を把撞し､ 酵素消化して得られ る ペ プチ ドの 分子量 をも と に必要な
ペ プチ ドの み を 選 び ､ 一 次構造を正確 に しか も迅速に決定する方法を示 し
た｡ ま た ､ 既 に決定されて い る ､ また は ､ D N A の塩基配列か ら推定 さ れ て
い る タ ン パ ク質の 一 次構造め迅速な確認 ･ 訂正法を示した ｡
タ ン パ ク質は分子量 が数千を超える高分子 で あるた めに ､ そ の 構造決定 ･
確認は難しく ､ 構造決定には多くの時間が要求される と 一 般的 に考えら れ
て い る ｡ しか し ､ 質量分析法を有効 に利用す る こ と に よりタ ン パ ク 質の 構
造研究は低分子 の構造研究と 同様 に行なえ る こ と を本論文 で は 明らか に し
た ｡
第1章 α - ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ - Paim I の - 次構造決定
sblePtO myC e S C O mh w LZShii の培養液 か ら単離 さ れ た､ ブタ ､ ウ シ ､ イ ヌ ､
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ウ マ の α - ア ミ ラ ー ゼ は 阻害する が ヒ トの 唾液腺型 お よ び揮膿型 の α - ア
ミ ラ ー ゼ は 阻害しな い と い う性質を示す α - ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー Paim
Iの 一 次構造 を鎮定した ｡ paim Iは 73 コ の ア ミ ノ 酸残基からな る下 に示す
ような構造 である こ とを明らかに した｡
10 20
Ala ･ Scr ･ G lu ･ Pro - Åla ･ PTO ･ Ala ･ Cys･ Vaト Vai ･ Met･ Tyr - Glu ･ Scr･ Trp ･ Årg- Tyr ･ T hT - T7v - A la -
3 0 4 0
A la ･ As n･ As n- Cys - A la ･ Asp
･ ThT ･ ValI Scr- VaトSc r･ Val ･ A la ･ Tyr - Gln ･ Asp - Gly ･ Ala ･ m T ･ G】y -
50 6 0
Pr oI Cys ･ Ala ･ T hr ･ Le u･ Pro ･ Pr o･ G ly
- A la ･ Vat･ T7v - n u ･ Val･ G ly
- G lu ･ G ly ･ Tyr - Le u･ Gly ･ G lu -
7 0
His ･ G ly
･ His - Pr o･ Asp
･ H is ･ Lc u･ Ala ･ Lc u･ Cys - Pro - Ser ･ Scr
構造決定 に は ､ 最初に P aim I の分子 量を F A B M Sで 決定 し､ 続 い て 酵素
で消化 して 得ら れた ペ プチ ドの 分子量 を求め て構造決定 に必要な部分 に つ
い て ア ミ ノ 酸配列 を決定 し､ 最後 に得られ た結果 を つ な ぎ合わ せ て 金 一 次
構造を決定する と い う方法を用 い た ｡ こ れは ､ 低分子 の構造決定 に用 い ら
れる考え方 が タ ン パ ク質の 一 次構造決定にも当て は まる こ と を示した も の
で ある｡
第2 章 a - ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビ タ ー Paim ,Iの S-S結合位置の決定
第 1章で 一 次構造を決定 した Paim I のS-S 結合 の 位置 を以下 の よう に
F A B MS を用 い て決定した ｡ Paim Iを s-S結合の 交換が起きな い ような条件
下で酵素消化して得られた ペ プチ ド混合物に つ い て F A B MS を測定し､ 各
ペ プチ ドの 分子 量を決定 した ｡ 得 ら れ た分子量 と酵素 の特異性を考え合 わ
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せ て Paim I は Cys(42)-Cys(70)に S-S 結合を持 つ こ と が わ か っ た｡ 混合物の
ままで分子量を決定で きなか っ た ペ プチ ドに つ い て は逆相 E P LC で 分画 し
て F AB M Sを測定し､ 得られ た分子量 と酵素の特異性 を考え合 わせ て Paim
Iの もう ⊥ 方 の S- S結合の位置を cys(8)- Cys(24)で ある と決定 した ｡
タ ン パ ク 質の S-S 結合位置を決定する従来の方法 で は ､ S-S 結合 をも つ
ペ プチ ドに つ い て ア ミ ノ酸分析計 ヤ ア ミ ノ酸 シ ー ク エ ン サ ー で分析する た
め ､ 各ペ プチ ドを高純度 に精製しなくて はな らず､ 多くの 時間 と労力を要
する欠点が あ る ｡ こ こ で用 い た方法 で は ､ 混合物の状態で ､ も しく は極性
が同 じペ プチ ドの み が存在す る よう に逆相 の HPLC で租く分画 した後 に
F A B M Sを測定する こ と により ､ S-S 結合の位置を決定 でき る の で ､ 従来法
に比 べ て ペ プチ ドを高純度に精製する必要 はなく ､ 迅速 に S-S 結合位置を
決定 で きる と いう利点がある ｡
第3 章 α - ア ミラ - ゼイ ン ヒ ビタ ー P aim Ⅱ の 一 次構造決定
paim I と 同 じ S&epto myc e s c αlCho m shii
'
の 培養液か ら単離 さ れ た ､ ブ タ ､
ウ シ ､ イ ヌ ､ ウ マ の a - ア ミ ラ ー ゼ は 阻害す る が ヒ トの 唾液腺塑 お よ び牌
臓塑の α - ア ミ ラ ー ゼ は 阻害 しな い α - アミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー P aim Ⅱ の
一 次構造を決定した｡ Paim Ⅱ は ､ 物理化学的性質が paim I と非常 に類似す
る こ､と ､ paim I と 同 じ培養液 か ら単離さ れ た こ と か ら ､ そ の 一 次構造 は
p aim I と N 末端もしくは C末端部分だけ が異なる と推定 さ れ た ｡ 従 っ て ､
paim I と 一 次構造の異なる部分 に つ い て ､ タ ン デ ム M Sを用 い て ア ミ ノ酸
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配列 を決定し､ Paim Ⅱ の 一 次構造を下 に示す構造 で あ る と決定した ｡
Pai皿 Ⅱb
≡ pairn Ⅱa
: i P aim l lO 20
scr･ Åsp
- A】a ･ sct･ G Iu ･ Pro ･ A】a - Pro ･ Å1a ･ Cys･ Val - Ⅴal･ = ct- Tyr - Glu ･ Sc ト Trp ･ Arg- Tyr :nv -
3 0 4 0
T7v - Ala - Åユa - As n･ As n･ Cys
･ A la - Asp ･ n r ･ Val- Scr- V al･ Scr - Val･ Ala - Tyト Gh - Asp･ Gly ･ Ala -
5 0 6 0
77v ･ Gly ･ Pro･ Cys- Ala - m r ･ LA u ･ Pro- Pr o･ G ly ･ Ala - Vat - m r ･ 771r･ Val･ G ly ･ Glu ･ G ly - Tyr - LAU ･
7 0
Gly- G Ju ･ His - Gly - His - Pro - Asp
･ H is ･ Lc u･ ^ Za ･ L,c u･ Cys
･ Pr o- Sc r- Scr
p aim IIは単 一 の タ ン パ ク 質で あ る と推定さ れ て い た が ､ 分 子量測定の結
果､ 2 つ の タ ン パ ク 質の 混合物 で ある こ と が わ か っ た ｡ し か し､ そ れ ぞ れ
を単離せずに タ ン デ ム M Sを利用 して 迅速 に アミ ノ 酸配列を決定する こ と
が で きた ｡
第 4章 ウ シ血清ア ル ブミ ン の 一 次構造 の訂正
ゥ シ血清 ア ル ブ ミ ン (B S A) は分子量 が 6万 を超える タ ン パ ク 質 で ､ %
'
の 一 次構造 は 1982年ま で に タ ン パ ク質側 か ら手動の エ ドマ ン 分解法を 用
い て アミ ノ酸 582残基からなる と決定されて い た ｡ しか し ､ 遺伝子側から
は 一 次構造 に つ い て の 検討はなされおらず､
･
ホ モ ロ ジ ー が 高 い ヒ トやラ ッ
トの 血清ア ル ブミ ン (HSA､ RSA) の 一 次構造 と比較する と疑問 に思わ れ
る箇所 が い く つ か あ っ た . こ の B S Aに つ い て ､ ES別 S､ F RIT- F A B L CMS
､ タ ン デ ム M S､ 気相法 エ ドマ ン分解 を用 い て 金 一 次構造を迅速 に確認 し ､
誤 っ て い る箇所 に つ い て は訂正を行な っ た ｡ そ の 結果､ BSA は 583残基か
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らなり ､ 155番目 の Tyr と 156番 目 の Lys の 間 に は Tyr が 1 残基存在す る
こ と ､ 94番 目､ 95 番目 の順序 は - G lu - Gln - で なく - Gin - Glu- で あ る こ と が
わ か っ た . 下 に訂正後の B S A の一 次構造 を示す｡
lp 2O 3O ▲0 50 6B 7 0
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P L L E K S fI C = A E V E K DA= PE DL PP L T ÅD F A E D K D VC N YQE 且X D A F LG SFL YEY S R R E P E Y A V S V I L R L A K
: 蜘 】-ロ 1 ○ ヨ り 功 JI O ▲2O
E Y E A血 E E C C A R D D P R A C Y T SVF D K L K!iL V D E PQN L = KQN C DQF E K LGE YGFQN AL =VR Y T R R V PQVS T P
430 ▲イ0 450 Jd L70 イ■〉 ▲90
T L V E V S R S L G K V G T R C C T K PESE R 比pCT E D Y L S L = L N R I C V L fl E K T PESKV T C CTE S L V V R R P C F S A L
m 510 32 0 530 5tO ユ～0 5d)
T P D E T Y V P K A F D E K L F T F 見ぇD ICT L P D T E KQ= K KQT A L V E L L K ヱK P 見ぇT E EQIJK T V 凹E N F V ÅF V D X C C A A
S70 ユl O
D D R E A C F ÅV E G P K L VVS TQT ALA
E S 皿止S や FTu T-F A B LCMS な どの 質量分析法をタ ン パ ク 質の 一 次構造 の
確認 に用 い る方法 は正確 か つ 迅速であ る こ と た め､ タ ン パ ク 質の 構造研究
に は大変有効で あ る こ と を本研究で示した ｡
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実験
第1章 a - アミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビ タ ー Paim I の 一 次構造決定
1. Pain I試料
大阪府立大学農学部村尾研究室 に お い て単離 ･ 精製 さ れ た paim I の 一 部
を用 い た ｡
2. Paim I､ Ⅱ お よ びペ プチ ドの ア ミノ 酸分析
p aim Iお よ び Ⅱ 500FLg を 6N 塩酸 200FLl に溶解 し､ 110℃､ 18時間加水
分解後､ 日立 835 型ア ミ ノ酸分析系 で各ア ミ ノ酸の 同定 ･ 定量 を行な っ た ｡
3. 還元カ ル ポキ シ メ チ ル 化
paim I の 凍結乾燥品10mg を 8M 尿素と 0.2%E D TA を含む 0.5M トリ ス 一
塩酸緩衝液(pH812)2ml に溶解後､ ジ チオス レイ ト ー ル 25･5 mg(I66iL mOl
)を加え､ 窒素置換 し､ 50℃で 3 時間､ 続 い て 一 晩還元した. そ の後 ､ 100
iLl の1 N水酸化ナ トリ ウ ム水溶液 に溶か した モ ノ ヨ
ー ド酢酸 62 mg(333iL
m ol)を ､ 1 N水酸化ナト リ ウ ム 水溶液 で pH を 8.0 か ら 8.5 に保ち な がら
約 30分間 で添加した ｡ 続 い て 反応溶液を透析膜 (ス ベ タ ト ラ ポア ､ 分画
分子量 1000) を用 い ､ 0.2 N酢酸 11､ 続 い て水 11 で3 回透析し ､ 凍結乾燥
して RCM -Paim Iを得た ｡
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4. Pain Iお よ び R C M-P aim I の分子量測定
約 30iLg の Paim Iを溶か した グリセ リ ン ー チ オ グ1)セ リ ン ー 1 N塩酸水溶
級(1:1:2)の 試料溶液 1.5FLl､ も し く は約 30FLg の RC M-P aim I を溶か し た
グ リ セ リ ン - チ オ グ リ セ リ ン ー 29 %ア ン モ ニ ア水溶液(1:1:2)の 試料溶液
1.5 〃1をタ
ー ゲ ッ トに の せ ､ 質量分析計 の イ オ ン源に導入 し､ 以下 の よう
な条件で測定した｡
機種: J MS-H X l lO型二 重収束質量分析計
加速電圧 : 10 k V
高速中性原子 : Ⅹe
イ オ ン鏡電 圧 : 6k V
エ ミ ッ シ ョ ン 電流 : 20mA (タ ン グ ス テ ン フィ ラ メ ン ト使用)
分解能: 1000
測定質量範囲: m/z68 00
ー
- 8 000
ス キ ャ ニ ン グ時間 : 46秒
デ ー タ処理 シ ス テ ム : J M A-D A 5(X 氾
5. 酵素消イヒ
(1)RCM -Pain I のStaphFlo c o c c us a uTeuSV8prote ase によ る消化
staphylo c o c c u s a ule u SV8prote as e(M ile sLabor atories, In c･(IC N Im mu n obio-
1ogic als, U .S.A .)製) 10〃 g を 5m M 炭酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩衝液 (PH S.8) 50
〃1に溶解 し､ RCM -Paim I 500〃g を加え､ 37℃ で 8 時間消化 した後 ､ 凍結
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乾燥 し､ H P LC､ F A B M S の試料 と した ｡
(2) ペ プチ ドS3-2 のカ ル ポ キ シ ペ プチ ダ ー ゼ に よ る消化
カ ル ポキ シ ペ プチ ダ ー ゼ Y (オリ エ ン タ ル 酵母社製)
一
5〃g を o.o5% ビリ
ジ ン ー 酢酸緩衝液(pH 6･0)50〃1に溶解し､ ペ プチ ドs3-2 2 50〃g を加え､
37℃ で消化した｡ 酵素消化開始後､ o分､ 1 分､ 10分､ 1 時間､ 2時間後 に
サ ン プリ ン グし､ 凍結乾燥 してF A B MS の 試料 と した ｡
(3) RCM -P aim I のト1) プシ ン に よ る 消イヒ
トリ プシ ン (Sigm a社製 ､ T PCK 処理済 み)2jLg を5m M 炭酸 ア ン モ ニ ウ
ム 緩衝液 (pH 8･8) 10〃1 に溶解し､ RCM -Paim l lOO〃g を加え ､ 37℃ で 18
時間消化 した後 ､ 凍結乾燥し､ H P LC､ FjW MS の 試料 と した｡
(4) R C M-P aim I のキ モ トリ プシ ン に よ る消化
キ モ トリ プ シ ン (Sigm a社 製) 2〃g を 5m M 炭酸ア ン モ ニ ウ ム緩衝液 (
pH 8.8) 10FLlに蕗解 し､ R C M- P aim l lOOFLg を加え､ 37℃ で 30分間消化し
た後､ 凍結乾燥 し､ H P LC､ F A B MS の 試料と した｡
6. 酵素消化 に よ っ て得られた ペ プチ ドの F A B M S測定
酵素消化 に よ っ で得ら れ た ペ プチ ド10 - 20FL g を溶か した グ リ セ リ. ン ー
チ オ グリ セ リ ン ー 1N塩酸水溶液(1:1:2)の 試料溶液 1･5jllを タ ー ゲ ッ ト右耳
の せ ､ 質量分析計の イ オ ン 源 に導入 し､ 以下 の ような条件 で測定した ｡
機種: J M S- H X llO型二 重収束質量分析計
加速電圧 : 10k V
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高速中性原子 :Ⅹe
イ オ ン銃電圧 :6kV
土ミ ッ シ ョ ン 電流 : 20mA (タ ン グス テ ン フ ィ ラ メ ン ト使用)
分解能:300
チ - 夕処理 シ ス テ ム : J M A- D A 5 ∝氾
各ペ プチ ドの 測定質量範囲と ス キ ャ ニ ン グ時間は下 の 表 の 通り で あ る ｡
ペ プチ ド 測定質量範囲 ス キ ャ ニ ン グ タイ ム
Sl 1935.0 - 1960. 27砂
S2 1410.0 - 1 450.0 49秒
S 3 430.0 - 4340.0 -27秒
S 4 1 410.0 - 145 0.0 49秒
S5 2570.0 - 2595.0 22秒
S6 2795.0 - 2820.0 22秒
T l 500.0 - 4 500.0 40秒
T 2 5500.0 - 5950.0 30秒
C l- C6 500.0 - 45 00.0 40秒
7. 酵素消イヒに よ っ て 得られ た ペ プチ ドの H P L C
機種: 日立 H P L C装置65 型 (高圧ダラ ジ ュ ン ト)
カラ ム : TSKge10DS1 20T 4.6≠× 250 mm (東洋嘗達工業(現 東 ソ
ー )
カ ラ ム 温度: 室温
1
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溶離液: A 液 水 :T F A- 100:0.1
B 液 水 : ア セ トニ トリ ル :T V A- 50:50:0.1
溶離条件 : A液 100 %(5 min.)
J 直線 ダ ラ ジ ュ ン ト(45min.)
B 液 100 %(10min.)
検出 : uv210n m
流速: 1ml/min.
8. ダン シ ル法 に よ る N 末端 ア ミ ノ酸 の 分析
ダ ン シ ル法 の 骨法 に従 っ て 行 な.っ た ｡ 凍結乾燥 した 1n m olの ペ プチ ドに
10 〃1の 0.2M 炭酸水素ナ トリ ウ ム水溶液を加え､ 遠心乾燥機 (ス ピ ー ドバ
ッ ク) を用 い て 遠沈乾回 し た ｡ 次 に ､ 1 0〃1 の蒸留水､ 10/∠1 のダン シ ル ク
ロ ライ ド(ト ジ メ チ ル ア ミ ノ ナ フ タ レ ン ー5 - ス ル ホ ニ ル タ ロ ライ ド) の ア
セト ン溶液(2.5 mg/ml)を加え､ 37℃､ 1時間反応させ た｡ 反応液を乾固後､
6N 塩酸 50/∠1を加え､ 減圧脱気後封管し､ 105℃ ､ 18時間加水分解を行な
っ た ｡ 冷却後､ 乾固 し､ 95% エ タ ノ ー ル に溶解し､ ポリ ア ミ ドシ ー ト に よ
る 二次元薄層 クワマ ト グ ラ フ イ
ー で ､ ダ ン シ ル ア ミ ノ酸 と して同定した ｡
展開溶媒 : 1. 1.5 %ギ酸
2. ベ ン ゼ ン : 酢酸 (9:1(v/v))
3. 酢酸 エ チ)i,: メ タノ ー ル :酢酸 (20:1:1(v/v))
1. で展開後､ 2. 3. で は 1. と垂直方向 に展開 し ､ 各ダ ン シ ル ア ミ ノ酸 を同
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定した ｡
9. 気相法 シ ⊥ ク エ ン サ ー によ るN 末端か らの ア ミ ノ酸配列の分析
Applied Bio systems 社製気相法 ア ミ ノ 酸シ
ー ク エ ン サ ー 47 0Aを用 い て行
な っ た ｡
第2章 α - ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー P aim I の S-S 結合位置の決定
1. P alm I のSta A 1o c o c c u s a LZT e uSV 8 r ote as eに よる消イヒ
staphylococ c u s aur e ロSV8pr ote as e(M ile sLabora mies, Inc･(ICN Im munobio-
1ogic als, U .S.A .)製)2〃g を 5m M 炭酸 ア ン モ ニ ウ ム緩衝液 (pH 8･8)10〃1
に溶解し､ R C M-Paim l lOOFLg を加え､ 37℃ で 24時間消化 した後､ 凍結乾
燥し､ E P LC､ F A B M Sの 試料とした｡
2. 酵素消化 に よ っ て 得ら れた ペ プチ ドの F ABMS測定
酵素消化 に よ っ て 得 られた ペ プチ ド10 - 20〃 g を溶か した グ リ セ リ ン -
チ オ グリ セ リ ン ー 1 N塩酸水溶液(1:1:2)の 試料溶液 1.5FLlをタ ー ゲ ッ ト に
の せ ､ 質量分析計の イ オ ン源 に導入し､ 以下 の ような条件 で測定した ｡
機種: J M S- H X l lO型二重収束質量分析計
加速電圧 : 10k V
高速中性原子 : Ⅹe
イ オ ン 鏡電圧 :6k V
IOl
エ ミ ッ シ ョ ン電流 : 20mA (タ ン グス テ ン フ ィ ラ メ ン ト使用)
分解能:5000
デ ー タ処理 シ ス テ ム : J M A- D A 5CKX)
ス キ ャ ニ ン グ タイ ム : 40 - 50砂
測定質量範囲: 孤/a10 00- 5000(ペ プチ ド混合物の場合)
m/zl00 - 2000(H P L C で単離 し た M W l000以 下 の ペ プ
チ ドの場合)
皿/ZIOO- 2000(H P LC で単離した M W l00 0以下 の ペ プ
チ ドの 場合)
3. 酵素消イヒに よ っ て 得られた ペ プチ ドの E P L C
機種 .' 日立 H PLC 装置65 型 (高圧 ダラ ジ ュ ン ト)
カ ラ ム : TSEBel
l
oD S-120T 4.6≠×250m m (東洋曹達=業(現東 ソ ー )
カ ラ ム 温度 :室温
溶髄液: A液 水 :TFA - 100:0.1
B 液 水 : アセ トニ トリ ル :T V A- 5 0:50:0.1
溶離条件 : A液 100%(5min.)
J 直線ダラ ジ ュ ン ト(45min.)
B 液 10 %(10 min.)
検出:uv210n m
流速 : 1ml血 血
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4. ア ミ ノ酸分析
ペ プチ ドを過 ギ酸酸化した後､ 6N 塩酸に溶解し､ 110℃ ､ 24時間加水分
解後､ 日立 8500型ア ミ ノ 酸分析系 で各ア ミ ノ酸 の 同定
･ 定量 を行な っ た ｡
第3章 a - .ア ミ ラ ー ゼイ ン ヒ ビタ ー P aim Ⅱ の
一 次構造決定
1. P ain II# #
大阪府立大学農学部村尾研究室に お い て 単離 ･ 精製 さ れた Paim II の
一 部
を用 い た ｡
2. 還元カ ル ポ キ シ メ テ ル化
p aim IIの 凍結乾燥品 1 0mg を8M 尿素 と 0.2 %E D T Aを含む 0･5M ト リス
一 塩酸緩衝液(PH S.2)2mlに溶解後､ ジ チ オ ス レイ ト
ー ル 25･5 mg(166〃
m ｡1)を加え､ 窒素置換 し､
'
50℃ で 3時間 ､ 競vl て 一 晩還元 した o そ の 後 ､
100FLl の1 N水酸化ナ トリ ウ ム 水溶液 に溶か し た モ ノ ヨ
ー ド酢酸 62mg
(333〃 m ol)を ､ 1 N水酸化ナトリウ ム 水溶液 で pH を8･0 か ら 8･5 に保ち
ながら約30分間で添加 した ｡ 続 い て 反応溶液を透析膜 (ス ペ ク トラ ポア ､
分画分子量 1000) を用 い ､ 0.2 N酢酸11､ 続 い て水 11で 3回透析し､ 凍結
乾燥して R C M-Paim IIを得た ｡
3. R CM -Pain IIの 分子量測定
約30jLg の RCM -P aim Ⅱ を溶か し た グ
l) セ リ ン ー チ オ グリ セ l) ン ー 29 %
1
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ア ン モ ニ ア水溶液(1:1:2)の 試料溶液 1.5/∠1をタ ー ゲ ッ ト に の せ ､ 質量 分
析計 の イ オ ン 源 に導入 し ､ 以下 の ような条件 で測定 した ｡
機種 :J M S- H X ll OノH X-110塑 タ ン デ ム 質量分析計の第･1 MS
加速電圧 :10k V
高速中性原子 :Ⅹe
イ オ ン銃電圧 :6kV
エ ミ ッ シ ョ ン電流 : 20m A (タ ン グス テ ン フ ィ ラ メ ン ト使用)
分解能: 5 00
測定質量範囲: 孤/z6800 - 8000
ス キ ャ ニ ン グ時間:46砂
デ ー タ処理 シ ス テ ム : J M A- D A 5(X氾
4. 酵素消化
(1)R C M-Palm II のStaphyloc ∝ cus a we usV 8pr ote a s eに よ る消化
staphylo c o c cus a w e u sV 8prote as e(M㍊e sLabor atorie s, Inc.(ICN Im m u n obio-
1ogicals, U. S.A .)製)20FL g を 50m M リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩衝液 (pH 7.8) 100
FLl に溶解し､ RCM -Paim Ⅱ1mg を加え､ 37℃ で 18 時間消化 した後､ 凍結
乾燥し､ HP LC､ FA B MS の 試料とした｡
(2) RCM -Paim IIの キモ トリ プシ ン に よ る消化
キ モ トリ プ シ ン (Sigm a社 製) 2iLB を 5m M 炭酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩衝液 (
pH 8.8) loftlに溶解 し､ RCM -Paim II IOOiLg を加え､ 37℃で 30分 間消化
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した後､ 凍結乾燥 し1 F A B M Sの 試料 と した o
5. 酵素消化 に よ っ て得られた ペ プチ ドの F A B M S測定
酵素消化 に よ っ て 得 られ たペ プチ ド10 - 20〃 g を溶か し た グ リ セ リ ン ー
チ オ グ リ セ リ ン ー 1 N塩酸水溶液(1:1:2)の 試料溶液 1.5/∠1をタ ー ゲ ッ ト に
の せ ､ 質量分析計q)イ オ ン源に導入 し､ 以下 の ような条件 で測定 した ｡
機種 : J M S- H X llOノH X llO型タ ン デ ム 質量分析計の第 1 MS
加速電圧 : 10k V
高速中性原子 :Ⅹe
イ オ ン銃電圧 :6k V
エ ミ ッ シ ョ ン 電流 :20mA (タ ン グス テ ン フ ィ ラ メ ン ト使用)
分解能: 3000
デ ー タ処理 シ ス テ ム : JMA-D A5∝氾
測定質量範囲: 孤/z200 - 3 0 00
ス キ ャ ニ ン グ タイ ム : 47砂
6. 酵素消化 によ っ て得られた ペ プチ ドの H P LC
機種: 日本分光 H P LC 装置880型 (高圧 ダラ ジ エ ン ト)
カ ラ ム : TSXgelOD S-120T 4･6≠×2 50 m m (東洋曹連工業(現 東 ソ
ー )
カ ラ ム 温度 :室温
溶離液 : A液 水 :T F A- 10 :0.1
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B 液 水 : ア セ ト ニ トリ ル :T V A- 50:50:0.1
溶離条件 : A液 10 %(5 min.)
l 直線 グ ラ ジ ュ ン ト(45min.)
B 液 10 %(10m 血)
検出 : uv210n m
流速 : 1ml/min.
7. タ ン デ ム M S の測定
酵素滑イヒに よ っ て得ら れ た ペ プチ ド10 - 20p gを溶か した グリ セ リ ン -
チ オ グリ セ 1) ン ー 1 N塩酸水溶液(1:1:2)の 試料溶液 1.5iLlをタ ー ゲ ッ ト に
の せ
､ 質 量分析計 の第 1 M S のイ オ ン 源 に導入し ､ 以下 の ような条件 で 測
定した｡
機種: J MS- H X lO侶Ⅹ1 10型タ ン デ ム 質量分析計
加速電圧 :10 kV (第 1 M S■､ 第 2 MS とも)
高速中性原子 : Ⅹe
イ オ ン銃電圧 :6kV
エ ミ ッ シ ョ ン電流 : 20 mA
第1 MS分解能: 200 (測定する ペ プチ ドの 分子量 と同程度)
第2 MS分解能: 1000
デ ー タ処理 シ ス テ ム : J M A-D A 5CKX)
コ リ ジ ョ ン ガス : ヘ リウ ム (プ リ カ ー サ - イ オ ン の 強度 が約 20% 程度 に
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なる よう に導入)
測定質量範囲: m/zO - プリ カ ー サ - イ オ ン の [M＋珂
＋ ま で
ス キ ャ ニ ン グタイ ム :約 45砂
積算回数: 2また は 3 回の ス キ ャ ン
8. 気相法 シ ー ク キ ン サ ー に よ るN 末端か らの アミ ノ酸配列の分析
Applied Bio syste m s社製気相法 ア ミ ノ 酸シ ー ク エ ン サ ー 470 Aを用 い て行
な っ た ｡
第4章 ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン の 一 次構造の訂正
1. ウ シ血清 ア ル ブミ ン試料
ウ シ 血清ア ル ブミ ン (BSA) は Sigm a 社よ り fattya cid fre eの も の を購入
して 用 い た ｡
2. BSA の ESI MS測定
ESD 止S の 測定は Fimigan MAT 社 に依頼して ､ 測定 して い ただ い た ｡
機種: Fi miga nMA T TSQ700
3. 還元 力 ル ポ キ シ メ チ ル化
BSA50mgを 8 M尿素 と 0.2 % E D T Aを含む 0.5 M トリ ス 一 塩酸緩衝液(pH
8.2)10ml に溶解後､ ジ チ オス レイ ト ー ル 113mg(731〃 m ol)を加え､ 窒素
1
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置換し ､ 50℃ で 3時間､ 続 い て 一 晩還元した ｡ そ の 後 ､ 15mlの 1 N水酸
化ナトリ ウ ム 水溶液に溶 か した モ ノ ヨ ー ド酢酸2 72mg(1.46m m ol)を ､ 1
N水酸化 ナ トリウ ム水溶液で pH を 8.0 か ら8.5 に保ち な が ら約 3 0分 間 で
添加した｡ 続 い て 反応溶液を透析膜 (ス ベ タ トラ ポ ア､ 分画分子量 350)
を用 い ､ 50m M 炭酸 ア ン モ ニ ウ ム永溶液 11､ 続 い て水 11 で3 回透析し､ 凍
結乾燥 して RCM - B SA を得 た｡
4. 酵素消化
(1)RCM - B S A のト リ プ シ ン に よ る消化
トリプシ ン (Sig皿 a社製 ､ T P C X処理済み) 16〃g を 50m M 炭酸水素ア ン
モ ニ ウ ム 媛衝液 (pE 7･8) 270〃1に溶解 し ､ RC M- B S A800〟 g を加 え ､
37℃ で 8時間消化 した後 ､ 凍結乾燥 し､ H P LC､ FABM Sの 試料 と した ｡
(2)RCM -BSA のリ ジ ル エ ン ドペ プチ ダ ー ゼ によ る消化
リ ジ ル エ ン ド ペ プチ ダ ー ゼ (和光耗薬製) 16〃g を 50m M 炭酸水素ア ン
モ ニ ウ ム 緩衝液 (pH 8･4)300iLlに溶解 し､ RCM - BSA820FL g を加え､
37℃で 8時間消化した後､ 凍結乾燥し､ H P LC､ F A BM Sの 試料 と したo
(3)R C M- BSA の SLaphFl∝ o c c u s a w e u sV 8pr ote ase によ る 消化
StaphFlo c o c c us aLLne U SV8pr ote as e(M iles Labo r atories, In c.(ICN Im m u n obio-
1ogic als, U･S.A .)製) 13.5/∠g を 50m M 炭酸水素ア ン モ ニ ウ ム 緩衝液 (pH
7.9)300plに溶解 し ､ RCM - BSA 675fLg を加え､ 37℃ で 4 時間消化 した
後､ 凍結乾燥し､ E P LC､ F A B M S の試料 と した ｡
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5. 酵素消化 によ っ て 得られ た ペ プチ ドの H P L C
機種 : 日本分光 H P L C装置 880塑 (高圧 グ ラ ジ エ ン ト)
カラ ム : Vy血c
▲社製 c4 カ ラ ム 4.6≠×250m m
カ ラ ム 温度 :室温
洛髄液: A液 水 :TV A- 10 :0.1
B 液 水 ,: アセ トニ トリル :T V A- 10:90:0.095
溶離条件 :A 液 10 %(2min.)
↓ 直線ダラ ジ ュ ン ト(88 min.)
A 液 38 %､ B 液62 %(5 min.)
検出 : u v 2 10n m
滝速 : 700〃1血in.
6. F RIT- F A B L C/M S の測定
図7(b)に示したF R 汀-F A B L C仲ISシス テ ム を用 い て測定した ｡ H P LC は ､
5. に示 した条件 と 同様に行な い ､ 溶離液に マ トリ ッ ク ス と して 0.8 % のグ
リ セ リ ン を加え た もの を用 い た ｡ 測定 に用 い た R C M- B S A の酵素消化物 は
約 300〃g である ｡
機種: J MS-H XllO侶Ⅹ110型タ ン デ ム質量分析計の第 1MS
加速電圧 :8k V
高速中性原子 :Ⅹe
イ オ ン銃電圧 :6kV
1
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エ ミ ッ シ ョ ン電流 : 10mA (レ ニ ウ ム フ ィ ラメ ン ト使用)
分解能: 100
デ ー タ処理 シ ス テ ム : J M A-D A 5(X氾
測定質量範囲: 孤/z25 - 30 00
ス キ ャ ニ ン グタイ ム : 7.5砂
ス プリ ツ タ - 症 :1.6Kg/c m
2
7. 酵素消イヒに よ っ て得 られ た ペ プチ ドの F A B MS測定
酵素消化 によ っ て得 ら れ た ペ プチ ド10 - 20/∠ g を溶か した グリ セ リ ン ー
チ オ グ リ セ リ ン ー 1 N塩酸水溶液(1:1:2)の 試料溶液 1.5FLlをタ ー ゲ ッ ト に
の せ ､ 質量分析計 の イ オ ン源 に導入 し､ 以下 の ような条件 で測定 した ｡
機種 :JMS-H X llO侶Ⅹ110型タ ン デ ム 質量分析計の第 1 MS
加速電圧 : 10k V
高速中性原子 : Ⅹe
イ オ ン鏡電圧 :6k V
エ ミ ッ シ ョ ン 電流 : 2 0mA (タ ン グス テ ン フ ィ ラ メ ン ト使用)
分解能 : 300
デ ー タ処理 シス テ ム : J M A-D A 5 ∝X)
測定質量範囲: m/z200 - 3 000
ス キ ャ ニ ン グ タイ ム : 47砂
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8. タ ン デ ム MS の 測定
酵素消化 に よ っ て得 ら れたペ プチ ド10 - 20〃 g を溶かした グ リ セ リ ン ー
チ オ グリ セ リ ン ー 1 N塩酸水溶液(1:1:2)の 試料溶液 1.5jLlをタ ー ゲ ッ ト に
の せ ､ 質量分析計 の第 1 MS の イ オ ン 源に導入 し ､ 以下 の ような条件 で 測
定 した ｡
機種 : J M S- H X llOノH X llO型 タ ン デ本質量分析計
加速電圧 : 10 k V(第 1 M S､ 第2 MS とも)
高速中性原子 : Ⅹe
イ オ ン銃電圧 :6k V
エ ミ ッ シ ョ ン 電流 : 20mA
第 1 M S分解能:2000(測定する ペ プチ ドの 分子量 と 同程度)
第2 MS分解能: 1000
デ ー タ処理 シス テ ム : J M AID A 5(X 氾
コ リ ジ ョ ン ガ ス : ヘ リ ウ ム (プリ カ ー サ - イ オ ン の 強度 が約 20 %程度 に
な る ように導入)
測定質量範囲 : m/zo - プリ カ ー サ - イ オ ン の[M＋H]
'
ま で
ス キ ャ ニ ン グ タイ ム : 約45砂
積算回数 : 2ま た は3 回の ス キ ャ ン
9. 気相法シ ー ク エ ンサ - によ るN 末端からの アミ ノ酸配列の分析
AppliedBio syste m s社製気相法ア ミ ノ酸シ ー ク エ ン サ ー 470A を用 い て行
1
1 11
な っ た ｡
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